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NOTA 

La medicina es una ciencia en constante desarrollo. Confonne surjan nuevos conocimientos, se requeriran cambios de la 
terapeutica. Los autores y los editores se han esforzado para que los cuadros de dosificacion medicamentosa sean precisos y 
acordes con los establecidos en la fecha de publicacion. Sin embargo, ante los posibles errores humanos y cambios en la medicina, 
ni los editores, ni cualquier otra persona que haya participado en la preparacion de la obra garantizan que la informacion 
contenida en ella sea precisa o completa. 

Convendrla recurrir a otras fuentes de datos, por ejemplo, y de manera particular, habra que consultar la hoja de informacion 
que se adjunta con cada medicamento, para tener certeza de que la informacion de esta obra es precisa y no se han introducido 
cambios en la dosis recomendada o en las contraindicaciones para su administracion. Esto es de particular importancia con 
respecto a farmacos nuevos o de uso no frecuente. Tambien debera consultarse a los organismos de control de medicamentos de 
cada pais para obtener informacion sobre los valores normales y medicamentos permitidos o recomendados. 
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Dado el exito editorial de la l ra edicion de Virologia Medica, publicada en 1991 por Editorial El Ateneo, debimos actualizar este libro 
en 1996 (2 da edicion) y -nuevamente- en 1998 (3 ,a edicion). Este texto file de utilidad para miles de estudiantes de grado de las carreras 
de Medicina, Bioqmmica y Biologla en Argentina, as! como en muchos otros pafses de America Latina. A nivel posgrado, fue consulta- 
do por medicos cllnicos, pediatras e infectologos. 

Las infecciones virales son una de las mas importantes causas de enfermedad humana en la actualidad. Hasta hace pocas decadas los 
virus estaban relegados en la practica medica debido a las dificultades inherentes a su diagnostico y a la ausencia de tratamientos especl- 
ficos. Estos dos factores se modificaron sustancialmente. En la actualidad, es posible el diagnostico rapido y preciso de numerosos virus, 
para varios de los cuales existen tratamientos efectivos, cuyo exito debe ser monitoreado. 

En los ultimos anos, la expansion de la Virologia Medica ha sido vertiginosa. Se descubrieron nuevos virus (bocavirus, metapneumo- 
virus humano, entre otros), se produjeron casos humanos asociados a la emergencia de nuevos virus (coronavirus asociado al smdrome 
respiratorio agudo grave, influenza A/H5N1 asociado a la gripe aviaria, etc.). En el 2009, se registro una pandemia por un nuevo virus 
influenza A/H INI, se detecto la re-emergencia de algunos virus que se creian erradicados en Argentina (los agentes de la fiebre amarilla 
y el dengue); se profundizo el estudio de los genomas virales y de su epidemiologia molecular; se avanzo en el conocimiento de los 
mecanismos patogenicos moleculares y de la interaction virus-hospedador; se desarrollaron nuevos metodos moleculares de exquisita 
sensibilidad y especificidad que hoy resultan imprescindibles en el diagnostico y en el monitoreo de tratamientos antivirales de las in- 
fecciones por HIV, virus hepatitis B, virus hepatitis C y citomegalovirus humano; se desarrollaron nuevos antivirales y nuevas vacunas 
con procedimientos totalmente innovadores, como las desarrolladas para prevenir las diarreas por rotavirus y el cancer por algunos tipos 
genomicos de papilomavirus humanos. 

Estos avances, asi como los registrados en las areas de Imnunologia y Biologia Molecular en relation a la Virologia, nos condujeron 
a escribir esta nueva edicion de Virologia Medica con el objetivo de ofrecer information actualizada sobre diagnostico, patogenia y pre- 
vention de las enfermedades virales. 

El diseno de este texto ha sido totalmente reestructurado, y se anadieron capitulos sobre Infecciones Virales por sistemas, virosis 
emergentes y re-emergentes y profilaxis y tratamiento de las infecciones virales. 

Deseamos que esta obra permita a cada alurnno descubrir un mundo fascinante por el que prohombres de la talla de Louis Pasteur y 
muchos sabios de nuestro tiempo dedicaron su vida y nos legaron su entusiasmo. 

Finalmente, queremos agradecer el valiosisimo aporte de todos los coautores que colaboraron en la redaction de diferentes capitulos, 
entregando lo mejor de si mismos. Deseamos tambien dar gracias a nuestros Maestros por permitimos conocer sus indelebles huellas, a 
los alumnos de grado y posgrado que con sus preguntas nos obligaron a estudiar e investigar para acercamos juntos a la verdad y, muy 
especialmente, a Ma. Belen Kisielnicki y a luan Simon Saavedra disenadores de Corpus Editorial, quienes realizaron una excelente labor. 
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En primer lugar deseo agradecer a los autores por haberme brindado el honor y el placer de redactar el prologo de la cuarta edicion 
de este libro. La solicitud de escribirlo, ademas de ser un indicador de estima, me llevo a recordar las amables conversaciones, el in- 
tercambio de ideas y las interesantes discusiones cientificas con los profesores Guadalupe Carballal y Jose Raul Oubina, asi como con 
otros investigadores y docentes, lo cual constituyo una de mis grandes satisfacciones en el quehacer de la investigacion. En el discurrir 
de las mismas en el Departamento de Microbiologia de la Facultad de Medicina de la Universidad de Buenos Aires y durante muchos 
anos, surgieron ideas que luego evolucionaron a proyectos de investigacion sobre diversas enfermedades virales de gran importancia 
en la salud publica de la Argentina, tales como la fiebre hemorragica argentina, las infecciones respiratorias agudas, las infecciones por 
hantavirus, las hepatitis virales y el HIV/SIDA. Durante decadas, con bastante esfuerzo y dedication se implementaron diversas lrneas 
de investigacion focalizadas en las enfermedades virales mencionadas, cuyos resultados luego se plasmaron en numerosas publicacio- 
nes cientificas en elaboration y, en algunas areas, los conocimientos obtenidos sentaron las bases cientificas para su utilization en el 
campo de la salud en la Argentina. 

En 1991 los profesores Guadalupe Carballal y Jose Raul Oubina identificaron la necesidad de recopilar y hacer accesible en un solo 
libro y con un enfoque integrado, el material cientifico existente relacionado a todas las enfermedades virales humanas. Elios sabian 
que no hay esfuerzo mas rentable que la calidad en la capacitacion y formation medica. Asi nacio la primera edicion de Virologia medi- 
ca cuyos destinatarios preferenciales fueron los estudiantes de ciencias medicas y los profesionales del equipo de salud. 

Transcurridos cinco anos, los autores consideraron indispensable actualizar esta obra en una segunda edicion debido a la numero- 
sa information cientifica que surgio en el periodo, lo que tambien los motivo para ampliar sustancialmente Virologia medica en una 
tercera edicion publicada en 1998. 

Anos mas tarde, debido a la avalancha de nuevos conocimientos cientificos y creativos desarrollos tecnologicos, asi como a la crecien- 
te emergencia y diseminacion de nuevas enfermedades virales humanas, se tomo imprescindible la realization de la cuarta edicion de Viro- 
logia Medica. Esta surgio como en las ediciones previas, gracias al conocimiento, esfuerzo, compromiso y dedication de los coautores de 
los distintos capitulos. En muchos capitulos, destacados virologos profesionales del area de la medicina, quimica, biologia o bioquimica, 
contribuyeron directamente al progreso cientifico en su area de trabajo a traves de sus propias investigaciones. La mayoria de los capitulos 
tiene un enfoque interdisciplinario del tema desde los aspectos basicos de la virologia y de la terapia antiviral hasta la etiopatogenia de la 
enfermedad, aspectos relevantes de clinica, epidemiologia, prevention y fundamentalmente del diagnostico de laboratorio. 

Creo que los autores tuvieron un objetivo ambicioso al crear esta edicion de Virologia medica y sin duda lo han alcanzado. 
Consiguieron describir de un modo claro y didactico el complejo mundo de las infecciones virales humanas expresado en un sencillo 
lenguaje cientifico, lo cual revela un profundo conocimiento y calidad docente para trasmitirlo. 

Han sabido seleccionar y agrupar los temas de manera llevadera sin excesiva sistematizacion, como se vislumbra al hojear las pagi- 
nas del indice y se corrobora durante el avance en la lectura del contenido. Todo esto permite agilizar la lectura, una mejor comprension 
del texto, coordinar el conocimiento y apreciarlo como conjunto. 

En esta edicion se incorporan nuevos capitulos y se realiza una importante modification y ampliation de otros en relation con la 
edicion anterior. Su contenido de alrededor de 800 paginas esta distribuido didacticamente en 8 partes y 59 capitulos que abarcan las 
areas mas relevantes de la virologia medica. El espacio asignado a las diversas areas del texto esta perfectamente relacionado a la im- 
portancia que las mismas tienen en la salud humana. En la Parte 1 se ofrece una description general de la replication y genetica viral, 
patogenia de las infecciones virales, mecanismos de defensa del hospedador, conceptos sobre epidemiologia de las infecciones virales 
y diagnostico virologico, que incluye el aseguramiento y control de la calidad del mismo. La Parte 2 describe en forma exhaustiva 
todos los virus de interes medico y para cada uno de ellos se especifican las caracteristicas del virus, su forma de trasmision, patogenia, 
cuadro clrnico, diagnostico, tratamiento y prevention. Un aspecto valioso e interesante fue la inclusion de la epidemiologia de las en- 
fermedades virales en la Argentina. En la Parte 3 se tratan especificamente las enfermedades virales emergentes y re-emergentes, area 
de gran importancia actual y futura por su impacto en la salud publica. En la Parte 4 se describen las infecciones virales agrupadas por 
sistemas, las infecciones de las embarazadas y recien nacidos, las trasmisibles por via transfusional y las infecciones virales prevalentes 
en pacientes imnunosuprimidos. Esta agrupacion, sin duda, brindara al lector un conocimiento util para el diagnostico diferencial de 
dichas infecciones virales. En la Parte 5 se describen diferentes tipos de vacunas virales en uso y las perspectivas para la elaboration 
de futures vacunas con tecnologias innovadoras. Se profundiza en el area de las drogas antivirales y los mecanismos de resistencia a las 
mismas, as! como las herramientas disponibles para detectar dicha resistencia y optimizar la terapia. 

Las Partes 6, 7 y 8, contienen capitulos que enfocan la epidemiologia molecular de algunas infecciones virales en la Argentina y la 
bioseguridad en la practica biomedica asi como en el laboratorio. El ultimo de estos capitulos esta dedicado a los nuevos virus respira- 
torios emergentes, tema de gran relevancia actual. 

En las ultimas decadas se pudo observar la aparicion de nuevas epidemias virales sin antecedentes historicos y tambien un sorpren- 
dente salto al pasado debido a la reaparicion de viejas enfermedades epidemicas. 

En los distintos capitulos se describen los notables cambios observados en la historia natural de las enfermedades virales humanas 
en el mundo. A traves de vacunas eficaces se logro erradicar la viruela y controlar otras enfermedades virales, tales como el sarampion, 


la poliomielitis y la rubeola. Surgieron enfermedades virales oportunistas para el ser humano, como consecuencia del incremento de la 
inmunosupresion por diversas causas. Emergieron nuevas enfermedades epidemicas ocasionadas por virus desconocidas hasta ese mo- 
menta como el de la inmunodeficiencia humana, los hantavirus o los arenavirus que recibieron el nombre de enfermedades emergentes. 
Finalmente, algunas enfermedades como el dengue o la fiebre amarilla recrudecieron despues de haber disminuido significativamente y 
fueron llamadas enfermedades re-emergentes. 

La frecuente aparicion y la rapida diseminacion de algunas enfennedades emergentes o re-emergentes, se pueden atribuir entre 
otras causas, a actividades humanas tales como la deforestation, la construction de represas, las dislocaciones en la estructura social, el 
incremento de los viajes que se realizan cada vez con mayor rapidez y llegan a una mayor cantidad de destinos. El intercambio global y 
creciente de personas, animales y productos de consumo, induce tambien a la globalization de las enfermedades infecciosas al favore- 
cer un mas rapido y eficiente contacto entre el ser humano y los agentes patagenos que producen enfermedades. Tambien influenciado 
por las actividades del ser humano, el cambio climatico con sus consecuentes sequias, deshielos e inundaciones, entre otros factores, se 
incluye entre las causas que pueden originar la emergencia de nuevas enfermedades. 

Los autores desarrollaron y entrelazaron en varios capitulos el tema de las enfermedades virales emergentes y reemergentes, las 
cuales se convirtieron en uno de los mayores desafios a enfrentar ahora y en el futuro inmediato. 

Se destaca la relevancia de la investigation cientifica para el control de estas nuevas infecciones virales y se enfatiza que la rapida 
detection de la aparicion de las enfermedades emergentes y de sus agentes etiologicos, asi como de los aspectos clmicos y epidemiolo- 
gicos son de vital importancia para el posterior desarrollo de herramientas de diagnostico, prevention y tratamiento de las mismas. Esto 
dependera tanto de la eficacia y celeridad de las investigaciones como de la eficacia y celeridad con que el sistema de salud utilice los 
resultados obtenidos. 

Para resumir, la madre naturaleza, muchas veces ayudada por errores humanos, nos proporciona ticlicamente organismos patoge- 
nos peligrosos, pero tambien nos provee de cientificos habilitados para descubrirlos y controlarlos. 

Creo que el proposito de los autores al proyectar y escribir esta edition file entrelazar los aspectos basicos y medicos de la virologia 
humana que en primer lugar sea util para estudiantes de medicina y de las ciencias relacionadas y que sea utilizado como libro de 
referencia por graduados de las diferentes profesiones que integran el equipo de salud. Asi, los medicos residentes, clmicos, infectolo- 
gos, sanitaristas y otras especialidades medicas, profesionales que realizan atencion primaria de la salud y aquellos involucrados en el 
diagnostico de laboratorio de enfermedades virales, asi como investigadores cientificos, pueden ser receptores naturales de esta obra. 
Tambien podria ser utilizada como complemento cientifico global por el personal tecnico en sectores especificos del amplio espectro de 
la virologia medica. 

Estamos viviendo una maravillosa era de desarrollo cientifico y tecnologico inigualado y de un crecimiento exponencial en el 
conocimiento basico de los virus que causan enfermedades humanas. La biotecnologia, a traves de la biologia molecular, la ingenieria 
genetica, la recombination del DNA, incrementa dia a dia su relevancia en los arrolladores avances medicos en general y en virologia 
medica en especial. A traves de la ingenieria genetica se obtienen organismos vivos capaces de producir antigenos para la elaboration 
de vacunas preventivas de diversas enfermedades virales, antigenos o anticuerpos para las pruebas de diagnostico, asi como agentes 
terapeuticos. Es decir, el desarrollo biotecnologico se vertio en un amplio espectro de innovaciones practicas para la prevention, el 
diagnostico y el tratamiento de las enfermedades virales, lo cual ha sido incluido en forma muy representativa en los capitulos de la 
presente edition. Los coautores de los mismos supieron traducir, resumir y transmitir la information basada en la evidencia cientifica, 
necesaria para la compilation de la presente obra. 

La information metodologica esencial en la practica medica, presentada de manera tiara y cientifica, facilitara al profesional el 
diagnostico de las enfermedades virales, especialmente en lo vinculado a las pruebas de laboratorio y a la interpretation clinica de las 
mismas. Sabemos que el conocimiento etiologico de la enfermedad es el elemento clave para la consiguiente orientation terapeutica. 

Las tablas y figures que acompanan al texto en casi todas sus paginas y que evidentemente fueron objeto de una cuidadosa elabora- 
tion y selection, facilitaran notablemente la comprension del contenido. Todos los capitulos incluyen una seleccionada bibliografia con 
articulos de referencia que permitira al lector estudioso ahondar en los temas de su interes. 

Los coautores de los capitulos de esta nueva edition, son todos especialistas en el tema, profesores o investigadores que escribieron 
esta obra con amplitud y profundidad y de manera concisa y didactica que se corresponde con su amplio conocimiento y experiencia 
cotidiana en el campo de la virologia medica, ya sea en el ambito asistencial, docente o de investigation. 

Gracias al esfuerzo concertado y espiritu de cooperation de quienes participaron en esta cuarta edition se logro consolidar esta obra 
que seguramente contribuira a la capacitacion y formation de sus destinatarios preferenciales: estudiantes y profesionales que busquen 
una fuente asequible de information general y abarcadora, pero a la vez focalizada en detalles necesarios para una mas profunda com- 
prension de algunos temas en el diverso y complejo mundo de las enfermedades virales humanas. 

Las distintas ediciones de este libro de texto tuvieron la virtud de captar a traves de sus autores el conocimiento del tema en un pe- 
riodo determinado. En un area cambiante y de rapida evolution como la virologia medica, quiero advertir para preparer a los coautores 
de los diversos capitulos, que no es dificil predecir que se veran obligados a actualizar esta obra con nuevas ediciones a intervalos cada 
vez mas cortos, es casi decir, que sin descanso tendrian que ir disponiendo pennanentemente para la proxima edition, los numerosos 
cambios cientificos y tecnologicos que se produciran en el tema. 

A pesar de la persistencia por siglos de algunas virosis humanas y de la aparicion de graves epidemias de enfermedades virales 
emergentes y reemergentes se estan encontrando diversos caminos hacia respuestas adecuadas para el control tanto de las viejas como 
de las nuevas enfermedades virales humanas. Estoy convencida que este libro es un ladrillo mas que ayuda a construir el camino hacia 
esa respuesta. 

Vaya al equipo de coautores de los capitulos de esta obra, coordinados por los profesores Guadalupe Carballal y Jose Raul Oubina, 
mi profundo aprecio, admiration y respeto. 


Prof. Dra. Mercedes Weissenbacher 
Academica Titular, Academia National de Medicina. Buenos Aires 
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Introduction al estudio de la Virologia humana 

Guadalupe Carballal 


1. El desarrollo de la Virologia como ciencia 

Las enfermedades virales son una de las causas mas frecuentes de 
morbilidad en humanos. Los vims pueden afectar a todos los seres 
vivos incluyendo animales, vegetales, hongos y bacterias. La Viro- 
logia es una ciencia mas joven que la Bacteriologla debido a que los 
vims, a diferencia de las bacterias, poseen un pequeno tamano que no 
permite observarlos con el microscopio optico y, ademas, no pueden 
ser cultivados en medios inertes carentes de celulas vivas (medios 
axenicos) como los que se emplean para cultivar a las bacterias. 

El uso del microscopio electronico para observar ultraestruc- 
turas cuyos tamanos oscilan en el orden de los nanometros y el 
desarrollo de los cultivos celulares fueron dos hitos que ocurrieron 
recien a mediados del siglo XX. 

1. 1 Impacto de las enfermedades virales 

EN LA HISTORIA HUMANA 

El impacto de las enfermedades virales en la historia humana es 
enorme. Aunque no existen registros de las epidemias producidas 
por vims en las epocas antigua y medieval, muchas de estas enfer- 
medades eran conocidas por las civilizaciones greco-latinas. Evi- 
dences arqueologicas en momias del Antiguo Egipto y en antiguos 
grabados muestran lesiones caracterfsticas de viruela y poliomieli- 
tis. La rabia, la influenza y la poliomielitis tambien fueron conoci- 
das por las antiguas civilizaciones, si bien el concepto de enferme- 
dad infecciosa no existla y estas enfennedades se atribuian a efectos 
de los planetas o bien al enojo de los dioses ante las conductas 
humanas. Las epidemias de viruela durante la Edad Media en Eu- 
ropa presentaron alta mortalidad y produjeron cambios economicos, 
politicos y religiosos. La conquista de America por colonizadores 
europeos introdujo numerosas enfennedades infecciosas, entre ellas 
algunas de origen viral como el sarampion, que diezmaron a los 
nativos carentes de inmunidad frente a ese virus. 

En el siglo XX ocurrieron tres pandemias por diferentes subti- 
pos de vims influenza A. La primera y mas importante se registro 
en 1918 y fue producida por una cepa del subtipo H1N1. Esta en- 
fermedad, denominada gripe espanola, se disemino a todo el planeta 
y produjo aproximadamente 50 millones de muertes. 

A fines del siglo XX, los sistemas de vigilancia epidemiologica 
alertaron sobre la amenaza de una nueva pandemia de influenza, 
probablemente de origen aviario (subtipo H5N1) proveniente de 
Asia. Contrariamente a esa hipotesis, la primer pandemia del siglo 
XXI comenzo en abril de 2009 y fue causada por la emergencia de 
una nueva cepa de influenza A H IN 1 , originada en America y que 
fue inicialmente mal denominada gripe porcina. El estudio geno- 
mico de este nuevo virus demostro que es un triple recombinante 
y que contiene dos genes de influenza origen porcino, un gen de 
origen aviario y un gen de influenza humana. Este vims se disemi- 
no rapidamente a todo el planeta y la Organization Mundial de la 
Salud (OMS) declaro el maximo nivel de alerta de pandemia (Fase 
6) el 1 1 de julio de 2009. La pandemia produjo un alto impacto a 
nivel mundial ya que se registraron en ese ano millones de casos 
de infeccion respiratoria por el nuevo vims, de los cuales 18.000 
fueron fatales. 

La disminucion de la morbi-mortalidad de algunas enfer- 
medades virales mediante el desarrollo y aplicacion de vacunas 


efectivas constituye uno de los mayores logros de la ciencia mo- 
derna. En 1980, se logro erradicar la vimela del planeta Tierra 
gracias a los esfuerzos de cooperation mundial, a la inexistencia 
de reservorios animales y al arma mas valiosa desarrollada, la 
vacunacion anti-variolica. Asimismo, el control de la poliomie- 
litis fue logrado mediante la vacunacion y la cloracion del agua, 
aunque no pudo ser aun erradicada en algunos pafses en vias de 
desarrollo. 

Apesar de los extraordinarios avances en el conocimiento de mu- 
chas enfennedades virales existen otras que aun continuan desafiando 
los esfuerzos de los cientificos, como por ejemplo las pandemias de 
HIV, de hepatitis B y hepatitis C, y los brotes epidemicos de virosis 
emergentes o re-emergentes como los causados por los vims del den- 
gue, West Nile, influenza y hantavims, entre muchas otras. 

En conclusion, la amenaza que representan los virus, ya sean 
nuevos (emergentes), re-emergentes o productos del bioterrorismo 
continua aun vigente en la actualidad. 

1.2 Breve historia de la Virologia 

En 1673, el holandes A. van Leuewenhoek invento el microscopio 
optico y asl, por primera vez, pudieron observarse bacterias, proto- 
zoarios y algas. Pero fue recien a mediados del siglo XIX que la Bac- 
teriologla emergio como una nueva disciplina. Las investigaciones de 
Louis Pasteur y Robert Koch demostraron que la vida no se origina 
espontaneamente (teoria de la generation espontanea ) sino que se 
desarrolla a partir de germenes. Durante sus estudios sobre antrax en 
el ganado, R. Koch fue el primero en demostrar que la enfermedad 
infecciosa resultaba de la infeccion con microorganismos, los que 
podian ser cultivados en medios artificiales y luego ser inoculados 
en nuevos hospedadores en los que reproduclan la enfermedad. Esta 
teoria esta expuesta en los Postulados de Koch y constituye el funda- 
mento de la asignacion etiologica de las enfermedades infecciosas. 

Tambien en el siglo XIX un disclpulo de L. Pasteur, Charles 
Chamberlain, desarrollo un filtro de porcelana que permitia retener 
las bacterias, pero no a otros agentes mas pequenos que podian 
atravesar esos filtros. De alii una de las primitivas denominaciones 
de los virus, llamados virus filti-ables. 

En 1898, un microbiologo holandes M. W. Beijerinck presento 
a la Academia de Ciencias de Amsterdam sus investigaciones sobre 
el agente del mosaico del tabaco, enfermedad que afecta las hojas 
de plantas de tabaco. Beijerinck describio al agente causal como 
un contagium vivumfluidum en contraposition a la teoria en boga 
en la epoca que postulaba la naturaleza corpuscular como causa 
de las enfermedades infecciosas. El fundamento de su fascinante 
descubrimiento fue que ese nuevo agente (un vims) podria atravesar 
los filtros de porcelana desarrollados por Chamberlain y que ese 
contagiumn vivum fluidum era capaz de provocar enfermedad al ser 
inoculado en plantas de tabaco previamente sanas. 

Beijerinck tambien postulo que el vims se convertia en par- 
te del metabolismo celular, que interaccionaba con este y que 
existia una forma submicroscopica de vida que no podia ser ob- 
servada al microscopio optico. Asi, la palabra virus adquirio un 
nuevo significado que lo diferenciaba de los microbios observa- 
bles microscopicamente. Este era un concepto totalmente nuevo 
en contraposition a las ideas en vigencia que postulaban que 
"todos los virus eran microbios". 
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Por ello, la identification del virus del mosaico del tabaco se reco- 
noce como la fundacion de la Virologfa como una disciplina diferente 
de la Bacteriologfa. Sin embargo, como estas nuevas ideas se contrapo- 
nian con las teorfas vigentes en esa epoca, transcurrieron muchos anos 
para que la Virologfa se estableciera como una ciencia separada. 

El virus del mosaico del tabaco fue tambien el primer virus 
que pudo ser observado al microscopio electronico por W. Stanley 
en EE. UU., hallazgo por el que le otorgaron el premio Nobel en 
Qulmica en 1946. Stanley postulaba que ese agente era una protelna 
autocatalftica y, aunque posteriormente se descubrio que este virus 
no era un enzima, su hallazgo y la posterior caracterizacion del 
virus como un complejo de proteinas y acidos nucleicos por inves- 
tigadores ingleses constituyeron un hito fundamental en la com- 
prension de los virus como verdaderas entidades fisico-quimicas y, 
ulteriormente, como entidades geneticas. 

El desarrollo de la microscopia electro nica que comenzo en 1930 
contribuyo a eliminar el misterio de estos nuevos agentes que habfan 
estado ocultos mas alia de las fronteras del microscopio optico. 

Debido a su pequeno tamano y a su parasitismo intracelular 
obligado, que impide su multiplicacion en medios axenicos (ca- 
rentes de celulas vivas), los virus pudieron ser estudiados recien 
en el siglo XX, cuando se desarrollaron los cultivos celulares y el 
microscopio electronico. El desarrollo de celulas vivas en cultivo 
fue posible a partir de la decada de 1940, cuando se comenzaron a 
emplear los antibioticos, lo que permitio mantener a las celulas en 
cultivo libres de contamination bacteriana. Asf comenzo la edad 
moderna de la Virologla cuando en 1948, Seller y Enders lograron 
por primera vez la replication de un virus en cultivo. 

La historia de la Virologia ilustra, una vez mas, como los con- 
ceptos en ciencia se desarrollan por ensayo y error. Los hallazgos 
iniciales en Virologia, junto con el modelo de la doble helice del 
acido desoxirribonucleico (DNA) propuesta por Watson y Crick, en 
1953, sentaron las bases fundacionales de la Biologla molecular. 

Durante los siglos XX y XXI se desarrollaron exquisitas tecnicas 
moleculares para identificar, clonar y expresar secuencias nucleotldi- 
cas, lo que permitio extraordinarios avances en el conocimiento de la 
patogenia, en el desarrollo de nuevos y eficaces metodos diagnostics 
para las enfemiedades virales y, aun mas, hizo posible identificar me- 
diante metodos moleculares a virus que no replican adecuadamente 
en cultivos celulares, como el virus hepatitis C. 

2. iQuE SON LOS VIRUS? 

Etimologicamente, virus significa veneno en latin. Podrlamos de- 
finir a un virus como un programa, o un complejo informacional 
macromolecular. Las caracterfsticas de los virus son: 

a) pequeno tamano, 20 a 250 nanometros (nm); 

b) ser parasitos geneticos intracelulares obligados; 

c) poseer (casi siempre) un solo tipo de acido nucleico en la par- 

tfcula viral completa o virion, una estructura elemental y un 

mecanismo complejo de replicacion. 

Los virus carecen de los sistemas enzimaticos productores de 
energia necesarios para la sintesis de acidos nucleicos y de proteinas, 
indispensables para el crecimiento y multiplicacion como los que 
poseen las celulas procarioticas o eucarioticas. Por esta razon, deben 
necesariamente utilizar los sistemas de las celulas que parasitan y por 
ello se definen como parasitos geneticos intracelulares obligados. 

2.1 Tamano 

La mayorfa de los virus poseen un tamano muy inferior al de 
las bacterias. El tamano comparativo de algunas familias virales 
en relation a la bacteria estafilococo se muestra en la Figura 
1.1. Las bacterias se miden en micrones (1pm = 1(L 6 metros). 
Para los virus se utiliza una medida inferior al micron, llamada 
nanometro (nm) o milimicron (mp) que equivale a 10“ 9 metros. 
En la Tabla 1.1 se muestran las unidades de medida y limites de 
resolucion de los diferentes microscopios empleados en Micro- 
biologfa. 


Micron (pm) 

1 0' 6 metros 

Milimicron (mp) o nanometro (nm) 

1 0' 9 metros 

Angstrom (A) 

10' 10 metros 

Limite de resolucion de: 


Microscopio optico 

250 nm 

Microscopio de fluorescencia 

125 nm 

Microscopio electronico 

0,5 a 0,05 nm 

Tamano promedio de los virus 

20 a 300 nm 

Tamano promedio de las bacterias 

0,7 a 10 pm 

Linfocito 

10 pm 


Tabla 1.1. Unidades de medida y limites de resolucion de los 
microscopios utlllzados en Mlcrobiologia. 


Los virus mas pequenos, por ejemplo los de la familia Picorna- 
viridae, que incluye el virus de la poliomielitis, miden alrededor de 
27 nm y los mas grandes, como los de la familia Poxviridae, donde 
se encuentra el virus de la viruela miden 250 nm (Figura 1.1). 

2.2 Estructura, funciones y propiedades 

Los virus poseen habitualmente un solo tipo de acido nucleico ya 
sea DNA o RNA. Los acidos nucleicos constituyen el nucleoide 
y, asociado a proteinas se designa como core viral. En el core se 
encuentra toda la information genetica; siendo los acidos nucleicos 
los responsables de la infectividad. El core esta protegido por una 
cubierta proteica denominada capside. En el virus hepatitis B el 
core y la capside constituyen la misma estructura. 

Ademas, algunas familias de virus poseen otra estructura, de 
composicion lipoproteica, llamada envoltura (Figura 1.2). Los virus 
que presentan envoltura se denominan envueltos, en contraposition 
a los que carecen de envoltura que se denominan desnudos. 

La partfcula viral completa con su capacidad infectante intacta 
se denomina virion. 

La capside esta formada por subunidades proteicas denomina- 
das capsomeros o unidades morfologicas que se encuentran en la 
superficie de la particula en los virus desnudos. Los capsomeros 
pueden ser de forma esferoidal hueca (adenovirus) o en forma de 
prisma con una zona hueca central (herpesvirus) (Figura 1.5). 
Son funciones/propiedades de las proteinas de la capside: 

a) Protection del acido nucleico: del medio externo, de la deseca- 
cion y de las enzimas tisulares. 

b) Presentar estructuras que permiten la union del virus a los re- 
ceptores de membrana de la celula hospedadora. 

c) Actuar como antlgenos que estimularan la respuesta inmune del 
hospedador. 

d) Reprimir la expresion de genes virales tempranos. 

e) Proveer interacciones espaciales con las polimerasas virales en 
ciertos casos. 

La envoltura es lipoproteica, de composicion similar a la de la 
membrana de la celula infectada, ya que los virus la adquieren de 
esta. La presencia o no de envoltura determina la resistencia de los 
virus al medio externo y esto es de fundamental importancia en la 
forma de transmision de las enfermedades virales. 

La mayorla de los virus desnudos son resistentes al medio ex- 
terno, a la desecacion y a solventes de lipidos (eter, cloroformo, 
sales biliares, detergentes, etc). Por ejemplo, los poliovirus y el 
virus hepatitis A se trasmiten eficientemente por via fecal-oral ya 
que conservan su infectividad en el agua y pueden resistir el pH 
acido del estomago y la action de las sales biliares (Figura 1.3). 

Por el contrario, los virus con envoltura son muy labiles a la de- 
secacion y a los solventes de lipidos; por ello, para su transmision se 
requiere un contacto directo de persona a persona o a traves de fomites 
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Figura 1.1. Tamano comparativo de los virus con otros agentes infecciosos. 
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Virion envuelto 



Figura 1.2. Anatomia de un virion. 


(elementos inertes contaminados). La presencia de envoltura determina 
la sensibilidad a los solventes de llpidos, lo que constituye uno de los 
criterios de la clasificacion de los virus. 

Las funciones/propiedades de la envoltura son similares a las 
tres inicialmente mencionadas para la capside. En la envoltura 
se encuentran las estructuras que permitiran la union a receptores 
de la celula hospedadora. Se trata de glicoprotemas ancladas en la 
membrana a modo de espiculas, por ejemplo las hemaglutininas de 
los virus influenza o la glicoproteina gp 120 del virus HIV. Estas 
glicoprotemas son potentes antigenos que estimularan la respuesta 
inmune del hospedador. 

2.3 Diferencias con eubacterias, clamidias, micoplasmas 
Y RICKETTS! AS (TaBLA 1.3) 

Los virus se diferencian de otros patogenos en su organization, com- 
position quimica y mecanismos de replicacion (Tabla 1 .3). Los virus 


poseen un solo tipo de acido nucleico, ya sea DNA o RNA con las 
actuales excepciones conocidas de dos virus: el citomegalovirus hu- 
rnano y el virus herpes humano tipo 8. Ambos pertenecen a la familia 
Herpesviridae con genoma a DNA pero con transcriptos RNA en el 
virion. 

Los virus no crecen ni se multiplican por fision binaria y su 
replicacion siempre produce mas de una copia. Se replican por sin- 
tesis y ensamble de los componentes recientemente formados en 
el interior de la celula hospedadora. Por esta razon, son parasitos 
geneticos intracelulares obligados y no pueden replicar en medios 
axenicos como lo hacen las bacterias. 

La replicacion viral se detalla en el capitulo 2. Brevemente, la 
union del virus a la celula que infectaran es el paso inicial y se pro- 
duce por interaction de las estructuras presentes en la superficie del 
virion con receptores de la membrana de la celula hospedadora. Al 
ingresar, el virus toma el comando de la celula y controla los meca- 
nismos energeticos celulares para su replicacion y la smtesis de sus 
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ESTRUCTURA 

FUNCION / PROPIEDAD 

NUCLEOCAPSIDE 



Nucleoide 

DNA o RNA 

- informacion genetica 

- infectividad 

Capside 

Protemas 

- proteccion del nucleoide 

- union a receptores celulares 

- expresion de determinantes antigenicos 

- represion de genes tempranos 

- interaccion espacial con ciertas polimerasas 

ENVOLTURA* 

Lipidos y protemas 

- proteccion del nucleoide 

- union a receptores celulares 

- expresion de determinantes antigenicos en glicoproteinas 


Tabla 1.2. Estructura del virion. *Solo algunos virus. 



Ciclo natural de los virus 
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Diseminacion intra-hospedador a otros tejidos 

Eliminacion 

Resultado 

al exterior 

Infeccion subclinica o enfermedad 

Recuperation 
— Muerte 


Figura 1.3. Diseminacion de los virus. 


propias protemas. Este proceso puede o no destruir la celula median- 
te diferentes mecanismos que se analizaran en otros capitulos. Los 
viriones neo-formados saldran de la celula hospedadora e iniciaran 
nuevos ciclos de infeccion en nuevas celulas (Figura 1.3). 

2.4 ComposiciOn qui'mica de los virus 

2.4.1 Acidos nucleicos 

La informacion hereditaria de un virus esta codificada en la secuen- 
cia de nucleotidos de su RNA o DNA. Los virus se clasifican en 
dos grandes grupos de acuerdo al tipo de su acido nucleico. Si este 
es DNA se denominan desoxirribovirus y, si es RNA, ribovirus. 

Los ribovirus constituyen junto con los viroides, los unicos 
organismos hasta ahora conocidos en la naturaleza donde el 
RNA es el portador de toda la informacion genetica. 

Los acidos nucleicos pueden ser monocatenarios, es decir, pre- 
sentar una sola cadena de nucleotidos, o bicatenarios (doble cade- 
na). En los ribovirus, el RNA es habitualmente monocatenario (to- 
gavirus, mixovirus, picomavirus) siendo la excepcion los reovirus 
que poseen RNA bicatenario. 

El acido nucleico de todos los virus a DNA es bicatenario (adeno- 
virus, poxvirus y herpesvirus), con las excepciones de los parvovirus 
y circovirus que poseen DNA monocatenario. 

Los pesos moleculares del acido nucleico y, por ende su lon- 
gitud, dependen de la complejidad del virus y pueden variar desde 
1,6 a 160 millones de daltons. Los acidos nucleicos pueden ser 
moleculas continuas lineales o circulares, o bien segmentados. Un 
genoma segmentado exhibe mayores posibilidades de reasociacion 
cuando dos virus infectan una misma celula. Elio tiene importancia 
protagonica, por ejemplo, en la emergencia de nuevas cepas de in- 
fluenza o en la produccion de nuevas vacunas para rotavirus. 

Las moleculas circulares pueden a su vez ser planas o hiperen- 
rolladas. 

Como se vera en el Capitulo 2, un paso esencial de la replica- 
cion viral consiste en la produccion de RNA mensajero (RNAm). 
Los virus se clasifican en virus de polaridad positiva o negativa, 
segun tengan o no polaridad de mensajero. Algunos ribovirus mo- 
nocatenarios presentan RNA de cadena positiva (polaridad de men- 


sajero) otros poseen cadena negativa (polaridad de anti-mensajero). 
Tambien existen virus a RNA con polaridad mixta o ambisentido, 
tambien denominada ambisense (arenavirus). Los retrovirus poseen 
dos cadenas cuasi identicas, lo que se denomina dimero. 

Los desoxirribovirus monocatenarios tienen cadena positiva 6 
negativa; los bicatenarios poseen una cadena positiva y otra negati- 
va. La cantidad de informacion genetica contenida en el genoma 
varla de acuerdo a su tamano. Las celulas humanas poseen mas de 
60000 genes; la bacteria Escherichia coli posee 4000 genes, los vi- 
rus mas pequenos pueden tener de 3 a 4 genes y los mayores varios 
centenares. A mayor tamano del genoma, mayor sera la informacion 
para general - gran diversidad de protemas especificas. En general, 
los virus a RNA tienen genomas de menor tamano y codifican me- 
nos protemas que los virus a DNA. Los genomas se miden por el 
numero de bases (nucleotidos). Se expresan en kilobases (kb). Para 
los genomas de cadena simple se emplean kb, mientras que para los 
de doble cadena se utilizan pares de kilobases (kbp) Por ejemplo, el 
genoma de cadena simple del virus sarampion es de 16 000 bases 
(16 kb) y el genoma de cadena doble de los adenovirus es de 36 000 
pares de bases (36 kbp). 

Las composicion de bases es variable. La proporcion de gua- 
nina-citosina varfa de acuerdo a la familia viral. En los virus de 
mayor tamano (herpes), esta proporcion difiere en mayor grado con 
respecto al de la celula hospedadora que en aquellos virus de menor 
tamano, en los que es mas parecida al DNA celular. 

Los acidos nucleicos constituyen la base de la infectividad 
del virus. Estas moleculas son, en general, fragiles y pierden su 
actividad rapidamente si no estan protegidas por la capside y/o 
la envoltura. Sin embargo, los poliovirus poseen un RNA con 
polaridad de mensajero, es decir, el RNA puro, separado de las 
cubiertas del virion e introducido artificialmente en cultivos ce- 
lulares, es capaz de infectar y dar lugar a la formacion de nuevos 
viriones. Esto se denomina acido nucleico infeccioso. Utilizando 
secuencias previamente publicadas, ya se ha logrado la sintesis 
quimica in vitro del RNA (infeccioso) del poliovirus y, por ende, 
de dicho agente. 

Por el contrario, en la mayoria de los virus, el acido nucleico 
puro separado del virion no es capaz de dar origen a progenie ya 
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Caracteristica 

Virus 

Rickettsias 

Clamidias 

Micoplasmas 

Eubacterias 

Tamano 

20-250 nm 

1 pm 

300 nm 

250 nm 

0,7 a 10 pm 

Acido nucleico 

DNA o RNA 

ambos 

ambos 

ambos 

ambos 

Fision binaria 

no 

+ 

+ 

+ 

+ 

Enzimas del metabolimo energetico 

no 

+ 

no 

+ 

+ 

Ribosomas 

no* 

+ 

+ 

+ 

+ 

Replicacion en medios axenicos 

no 

no 

no 

+ 

+ 


Tabla 1.3. Diferencias entre virus, eubacterias, micoplasmas, clamidias y rickettsias. / * Los arenavirus constituyen una exception ya que 
poseen ribosomas de origen celular cuya funcion en el virion es prescindible para la infectividad viral. 


que les resulta imprescindible la actividad de las polimerasas que 
estan presentes en el virion, sin las cuales la replicacion no puede 
iniciarse (vease el Capi'tulo 2). 

2.4.2 Protelnas 

Las protelnas constituyen la mayor parte del virion (50 a 90%). Se- 
gun el tarnano y complejidad del virion este puede contener desde 2 
a 30 polipeptidos estructurales diferentes. Las protemas del virion 
pueden clasificarse en estructurales o no estructurales. 
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Protemas estructurales 

Se define como proteina estructural aquella que esta presente 
en el virion en proporcion importante y mantiene la estructura 
del mismo. Pueden ser de superficie o internas. Las protemas de 
superficie constituyen los capsomeros, y las proyecciones de la 
envoltura, denominadas peplomeros (del griego peplos= tunica; 
meros= parte). En los virus con simetria icosaedrica, los capso- 
meros estan formados por polipeptidos (1 a 6 moleculas) de la 
misma clase (homopolimeros) o de clase diferente (heteropoli- 
meros). La capside constituye un recipiente protector formado 
por los capsomeros. 

En los virus con simetria helicoidal, los capsomeros estan 
constituidos por un unico tipo de proteina y se denominan pro- 
tameros. Las capsides asi constituidas son muy resistentes a la 
digestion por enzimas proteoliticas y al medio externo. 

Las protemas de la envoltura (peplomeros) son glicoproteinas 
que tienen funciones biologicas muy importantes tales como acti- 
vidad de hemaglutinina, o de neuraminidasa, por ejemplo en los 
virus influenza. Es fundamental su intervencion en la adsorcion a 
los receptores de la celula hospedadora, paso inicial en la replica- 
cion viral. Las hemaglutininas virales se unen a receptores muco- 
proteicos presentes en ciertas celulas del tracto respiratorio y otras, 
permitiendo asi la adsorcion. 

La enzima neuraminidasa en el virus influenza puede clivar esa 
union permitiendo la liberacion del virus y la diseminacion de los 
nuevos viriones (Capitulos de virus respiratorios). 


Las funciones/propiedades de las protemas de superficie son: 

a) Proteccion del genoma contra el medio externo, la desecacion 
y la accion de proteasas tisulares. 

b) Afinidad por los receptores celulares para iniciar la adsorcion y 
penetration a la celula hospedadora. Esta afinidad selectiva sera 
uno de los factores mas importantes para determinar el tropismo 
del virus por determinadas estirpes celulares. 

c) Capacidad antigenica ya que las protemas extemas son potentes 
inmunogenos, que induciran en un hospedador inmunocompe- 
tente una respuesta inmune, mediada fundamentalmente por 
anticuerpos neutralizantes responsables de la proteccion del 
hospedero y por celulas citotoxicas que reconoceran a las celu- 
las que expresen epitopes virales en estas. 

Las protemas internas del virion pueden ser protemas estruc- 
turales o no estructurales. Pueden ubicarse en la cara interna de la 
envoltura (proteina M de los paramixovirus), entre capas de cap- 


someros debajo de la capside (capside interna), y en el centro del 
virion, asociadas al core; estas ultimas suelen ser histonas. 

Protemas no estructurales 

Un ejemplo lo constituyen las enzimas requeridas para la replicacion 
que se sintetizan en fases muy tempranas de esta y pueden detectarse 
en las celulas infectadas, pero que luego no se incorporan al virion, por 
ejemplo, las polimerasas de los poliovirus. En otros casos, esas enzimas 
son protelnas que se asocian a la estructura viral, pero que no forman 
cualitativamente parte importante de ella. Por ejemplo, la polimerasa 
RNAdependiente del virus influenza que si se incorpora al virion. 

La enorme diversidad de protelnas que presentan los vims permite 
distinguir entre vims de diferentes gmpos y, aun dentro de un mismo 
grupo, identificar diferentes serotipos (tipos antigenicos). Esto constitu- 
ye una de las bases de la clasificacion viral, como se vera mas adelante. 

2.4.3 Glucidos y Llpidos 

Los virus con envoltura contienen escasas cantidades de Upidos o 
glucolipidos que estan asociados a las glicoproteinas presentes en 
la misma (mixovirus y paramixovirus). Estos lipidos son de origen 
celular, ya que esos virus adquieren su envoltura por brotacion en 
las membranas de la celula hospedera. 

2.5 Concepto de Simetria: helicoidal, icosaedrica, 

COMPLEJA Y BIN ARIA (TABLA 1 . 5) 

La simetria es la forma que adopta un cuerpo en el espacio. La si- 
metria de los vims esta dada por la estructura de su nucleocapside y 
puede ser de cuatro tipos: a) helicoidal; b) cubica o tambien llamada 
icosaedrica; c) compleja; y d) binaria. 


Virus a 
RNA 

Simetria 

Desnudo / 
envuelto 

Familia 

cadena 

unica 

icosaedrica 

helicoidal 

desnudo 

envuelto 

envuelto 

Picornaviridae 

Togaviridae 

Orthomyxoviridae 

cadena 

helicoidal 

envuelto 

Arenaviridae 

doble 

icosaedrica 

desnudo 

Reoviridae 

Virus a 
DNA 




cadena 

doble 

icosaedrica 

desnudo 

envuelto 

Adenoviridae 

Herpesviridae 


compleja 

envuelto 

Poxviridae 

cadena 

unica 

icosaedrica 

desnudo 

Parvoviridae 


Tabla 1.5. Simetria de algunas familias de virus. 
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Figura 1.4. Simetri'a helicoidal: A, desnuda, virus del mosaico del tabaco; B, envuelta, ortomixovirus (influenza). 


Envoltura 




Figura 1.5. Simetri'a icosaedrica: A, desnuda, adenovirus; B, envuelta, herpesvirus. 



Figura 1.6. A, Simetri'a binaria; B, Simetri'a compleja. 


DNA 


Cuerpos 

laterales 



La simetria helicoidal se asemeja a una escalera en caracol. Los 
virus con esta simetria pueden presentar una nucleocapside cilin- 
drica extendida (virus del mosaico del tabaco; bacteriofago Ml 3, 
ambos son virus desnudos), o bien la nucleocapside esta arrollada 
sobre si misma y recubierta por una envoltura (virus influenza). 
(Figura 1.4). 

Los virus con simetria cubica o icosaedrica son poliedros regu- 
lares con 20 caras triangulares, 30 aristas y 12 vertices. Pueden ser 
desnudos (poliovirus o adenovirus), o estar recubiertos de envoltura 
(herpesvirus o togavirus) (Figura 1.5). 

Se denominan virus de simetria compleja a aquellos que 
no son ni helicoidales ni icosaedricos. Como ejemplo pode- 
mos mencionar a los poxvirus (viruela) que poseen forma de 
ladrillo. Algunos autores denominan de simetria binaria o com- 
binada a la observada en algunos bacteriofagos que poseen 
una cabeza con simetria icosaedrica y una cola con simetria 
helicoidal (Figura 1.6). 


3. £CoMO SE REPLICAN LOS VIRUS? 

A1 carecer de las enzimas biosinteticas necesarias para su replicacion 
los virus no crecen, no aumentan de tamano ni su division es por 
fision binaria. No pueden replicarse en medios de cultivo axenicos 
sino que necesitan de celulas vivas. La replicacion productiva solo 
se puede realizar en el interior de celulas vivas y permisivas. En los 
comienzos de la Virologfa, se utilizaron como fuente de celulas vivas 
embriones de polio o de pato y/o animales de experimentation (rato- 
nes, cobayos o conejos). Posteriormente, con el advenimiento de los 
antibioticos que permitieron el desarrollo de tecnicas para mantener 
vivas celulas in vitro se desarrollaron infinidad de cultivos celulares, 
aptos para la replicacion de la mayorfa de los virus. 

En la actualidad, el aislamiento de los virus humanos con fines 
diagnosticos, asf como tambien la production de vacunas se realiza 
casi exclusivamente en cultivos celulares (capitulos de Diagnostico 
Virologico y de Vacunas). 
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La replication viral se describe en el Capitulo 2. En breve, el 
paso initial de la replication es la union a un receptor celular en 
una celula susceptible. Luego, la replication se lleva a cabo solo en 
aquellas celulas permisivas, utilizando los mecanismos biosinteticos 
de la celula, dirigidos por la information contenida en el acido nu- 
cleico viral para la sintesis de los acidos nucleicos y proteinas virales. 
De esta forma, la celula parasitada por un virus obedece las ordenes 
codificadas en el genoma viral para sintetizar productos virales que, 
luego de su ensamble, daran lugar a la formation de nuevos viriones, 
o viriones progenie. Estos saldran de la celula donde replicaron para 
iniciar nuevos ciclos de replication en otras celulas permisivas. 
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La replication viral se divide en las siguientes etapas: 

1) Adsorcion: interaction de proteinas de superficie del virus con 
receptores celulares especificos. 

2) Penetration: a traves de la membrana plasmatica de la celula 
por pasaje directo (adenovirus y picornavirus); por fusion de 
la membrana celular con la envoltura viral (paramixovirus, 
herpes); o por un mecanismo de endocitosis mediada por re- 
ceptor (viropexis), que es el mas frecuente y es similar a la 
fagocitosis. 

3) Decapsulation: liberation del nucleico viral de la nucleocapside. 

4) Eclipse: etapa en la que no se observan viriones en el inte- 
rior de la celula ni se recupera virus infeccioso. 

5) Latencia: periodo que incluye al eclipse y que se extiende desde 
que se pierde la infectividad initial hasta que se la recupera 
debido a la aparicion de los nuevos viriones neoformados. Du- 
rante las fases de eclipse y latencia ocurre la biosmtesis de los 
acidos nucleicos y de las proteinas virales. 

6) Maduracion: ensamble de los acidos nucleicos neoformados 
con las proteinas de la capside. 

7) Liberation: los viriones progenie pueden salir de la celula por lisis 
(poliovirus) o por brotacion a traves de la membrana celular (pa- 
ramixovirus, arenavirus), de la membrana nuclear (herpesvirus) o 
del reticulo endoplasmico (togavirus, hepadnavirus). 


3. 1 Interaccion de los virus con sus hospedadores 


Si bien todos los seres vivos pueden ser infectados por virus, la re- 
lation virus-hospedero es claramente especifica. Cada virus afecta 
solamente a un grupo bien definido de especies biologicas (hombre, 
animales, vegetales, bacterias, etc.) y dentro de ellas, solamente a 
algunas celulas. Esto se debe a la especificidad de la union del virus 
a receptores de la membrana celular, cuya presencia esta detenninada 
por factores geneticos y fisiologicos. Por ello, aun antes de que se 
conociera la estructura y replication de los virus, se los clasificaba 
teniendo en cuenta los tejidos que infectaban en: virus dermotropos, 
neumotropos, hepatotropos, neurotropos y pantropos. 

Actualmente, se reconoce que esta clasificacion es artificial 
ya que muchos virus pueden afectar a diversos tejidos, aunque las 
manifestaciones de la infection sean mas evidentes en un determi- 
nado tejido u organo. Por ejemplo, el virus del sarampion produce 
manifestaciones en piel y mucosas, pero puede infectar tambien el 
pulmon o el cerebro. 

Los virus que afectan animales y plantas no infectan en gene- 
ral al hombre, dado que este carece geneticamente de los recepto- 
res necesarios. Constituyen una exception aquellos virus que son 
productores de antropozoonosis (enfermedad comun al hombre y 
animales). Estos virus pueden replicar tanto en el hombre como en 
animales reservorios y en artropodos vectores. Como ejemplos de 
antropozoonosis podemos mencionar a la rabia, las enfermedades 
producidas por arbovirus (fiebre amarilla, encefalitis equinas, den- 
gue), por arenavirus (fiebre hemorragica argentina, fiebre de Lassa) 
o por hantavirus, y mas recientemente, la influenza aviar (H5N1). 

3.2 Nociones de bacteriofagos 


Los virus que infectan a las bacterias se denominan bacteriofagos. 
No infectan directamente al ser humano pero poseen gran importan- 


cia en patologfa humana ya que pueden poseer information gene- 
tica que codifica para la production de ciertas toxinas bacterianas. 
Por ejemplo, la toxina difterica es una proteina codificada por un 
bacteriofago que parasita al Corynebacterium difteriae. En forma 
analoga, las toxinas bacterianas del S. pyogenes y de V. choleare son 
codificadas por bacteriofagos lo que permite a dichas bacterias la 
production de la escarlatina y el colera, respectivamente. 

Otros bacteriofagos pueden transmitir resistencia a antibioticos 
por diferentes mecanismos, lo que posee una enorme trascendencia 
medica. Ademas, dada la facilidad de su cultivo en bacterias se han 
utilizado los bacteriofagos en el estudio de los mecanismos mole- 
culares de interaccion virus-bacteria. 

3.3 Los virus: <_ son seres vivos? 

Si la vida se define como una serie compleja de procesos capaces de 
plasmar la information codificada en el genoma, los virus podrian 
considerarse seres vivos solo cuando invaden una celula hospedadora 
y pueden replicarse. Ello implica que carecen de vida independiente. 
Desde este punto de vista, no serfan seres vivos cuando cristalizan 
o cuando se los conserva en congeladoras a -70 °C o en nitrogeno 
liquido a -196 °C. En estas circunstancias, es decir fuera de una celu- 
la, son metabolicamente inertes, si bien conservan su potencialidad 
de infection. En 1953, cuando Stanley pudo cristalizar por primera 
vez un virus, el del mosaico del tabaco, se suscitaron discusiones 
filosoficas sobre si los virus eran o no seres vivos. Al respecto, podria 
aplicarse la frase del Evangelio: "Los conocereis por sus obras". Es 
decir, por sus efectos sobre los hospedadores que infectan. 

4. Introduccion a la patogenesis viral 

4. 1 Interaccion de los virus con la celula hospedera 

Las consecuencias de la infection viral sobre las celulas dependen 
tanto de las caracterfsticas del virus como de la sensibilidad de las 
celulas. Al igual que sucede con los bacteriofagos, los virus anima- 
les se clasifican en citocfdicos o no citocfdicos. 

Se denominan virus citocfdicos a aquellos que producen la lisis 
de la celula en que replican, lo cual se puede observar histologica- 
mente. Por ejemplo, el virus de la poliomielitis, si afecta la medula 
espinal, lesionara en fonna irreversible las motoneuronas del asta 
anterior ocasionando asi una paralisis permanente de los musculos 
inervados por dichas neuronas. 

En los cultivos celulares, las alteraciones producidas por virus 
pueden observarse al microscopio optico y se denominan action 
citopatica (ACP) o efecto citopatogenico (ECP) (Capitulo 3). 

Por el contrario, otros virus se denominan no citocfdicos por- 
que pueden replicar sin destruir a la celula hospedadora (arena- 
virus). Dentro de los virus no citocfdicos se encuentran tambien 
aquellos capaces de integrarse al genoma celular (retrovirus) pu- 
diendo permanecer en ese estado por tiempo indefinido con o sin 
production viral. 

Se denomina infection productiva a aquella que da origen a 
nuevos viriones como consecuencia de la replication. Las infec- 
ciones productivas son las que se producen habitualmente cuando 
un virus infecta celulas permisivas. Por el contrario, cuando un vi- 
rus infecta celulas no totalmente permisivas o bien cuando el virus 
presenta defectos en su replication, se producen infecciones abor- 
tivas, es decir, sin production de nuevos viriones. Las infecciones 
abortivas pueden detectarse mediante la busqueda de antfgenos o 
genomas virales en las celulas infectadas. 

Durante la replication pueden producirse otro tipo de partfculas 
que se denominan partfculas defectivas porque son defectuosas en 
cuanto a su potencial de replication. Por ello, no pueden dar lugar a 
nuevos viriones pero sf pueden interferir con la replication normal, 
esto se denomina fenomeno de autointerferencia. 

Otro termino a definir es provirus. Se denomina provirus al 
genoma viral integrado al genoma celular. El ejemplo tipico se en- 
cuentra en la familia Retroviridae (HIV, HTLV). El provirus puede 


42 


VIROLOGIA MEDICA / Guadalupe Carballal - Jose Oubina 


Genoma 

(tamano) 

Segmentos 

Capside 

(simetria) 

Envoltura 

Virion 

(tamano en nm) 

Familia 

DNA de cadena doble 

130-370 kpb 

1 

compleja 

SI 

250 

Poxviridae 

120-220 kpb 

1 

icosaedrica 

SI 

100 

Herpesviridae 

28-48 kpb 

1 

icosaedrica 

no 

80 

Adenoviridae 

5 kpb 

1 

icosaedrica 

no 

50 

Poliomaviridae 

7-8 kpb 

1 

icosaedrica 

no 

50 

Papillomaviridae 

DNA de cadena unica 

4-6 kb 

1 

icosaedrica 

no 

20 

Parvoviridae 

40 

Circoviridae (en estudio) 

RNA de cadena doble 

20-30 kpb 

10-12 

icosaedrica 

no 

70 

Reoviridae 

RNA de cadena unica (+) 

28-33 kb 

1 

helicoidal 

SI 

100 

Coronaviridae 

10-13 kb 

1 

icosaedrica 

SI 

60 

Togaviridae 

10-12 kb 

1 

icosaedrica 

SI 

50 

Flaviviridae 

7-8 kb 

1 

icosaedrica 

no 

27 

Picornaviridae 

7-8 kb 

1 

icosaedrica 

no 

30 

Astroviridae 

8 kb 

1 

icosaedrica 

no 

37 

Caliciviridae 

7 kb 

1 

icosaedrica 

no 

40 

Hepeviridae 

RNA de cadena unica (-) 

15-16 kb 

1 

helicoidal 

SI 

200 

Paramyxoviridae 

19 kb 

1 

helicoidal 

SI 

80-900 

Filoviridae 

10-16 kb 

1 

helicoidal 

SI 

70-200 

Rhabdoviridae 

6 kb 

1 

helicoidal 

SI 

80-100 

Bornaviridae 

10-15 kb 

8 

helicoidal 

SI 

100 

Orthomyxoviridae 

12-23 kb 

3 

helicoidal 

SI 

90 

Bunyaviridae 

11 kb 

2 

helicoidal 

SI 

50-200 

Arenaviridae 

RNA de cadena unica - Transcriptasa inversa 

7-10 kb 

dimero 

icosaedrica 

SI 

90 

Retroviridae 

DNA de cadena doble - Transcriptasa inversa 

3 kpb 

1 

icosaedrica 

SI 

42 

Hepadnaviridae 


Tabla 1.5. Clasificacion de los virus de importancia medica. 



permanecer en estado latente durante anos en el nucleo celular, o 
bien transcribirse luego de la induccion espontanea o como con- 
secuencia de diversos estfmulos a nivel celular, que no se conocen 
con exactitud (Capltulo 5, Patogenia de las infecciones virales y 
Capltulo 22, Retrovirus). 

4.2 Interaccion de los virus con el organismo imnunocompetente 

A diferencia de lo que sucede en la interaccion de un virus y celulas en 
cultivo, en el hospedador entero inmunocompetente, los virus deben 
enfrentarse a todos los mecanismos de la inmunidad innata y a los 
complejos mecanismos humorales y celulares especificos que se desen- 
cadenaran luego de la infection. La action directa del virus y/o los me- 
canismos inmunologicos que producen enfermedad son denominados 
mecanismos patogenicos. En esta batalla, los vims pueden perder y 
ser eliminados del organismo, lo que ocurre en la mayorfa de los casos 
o, por el contrario, algunos vims pueden persistir, como por ejemplo en 
las infecciones latentes, para poder reactivarse con posterioridad (Capi- 
tulo 5, Patogenia de las infecciones virales y Capltulo 7, Mecanismos 
de defensa del hospedador frente a las infecciones virales). 


5. Fundamentos de la clasificacion 

V NOMENCLATURA DE LOS VIRUS 

Todos los seres vivientes pueden ser parasitados por vims. Los 
virus pueden clasificarse de acuerdo a sus hospedadores, for- 
mas de transmision, estructura, presencia o no de envoltura, 
simetria, propiedades flsicoquimicas, tipo y caracteristicas de 
sus genomas, y lugar de replication. Tambien se considera el tro- 
pismo por determinados tejidos, ya que la accion patogena viral 
dependera de su tropismo y segun ella se orientara la confirmation 
etiologica dentro de un espectro limitado de virus causantes de una 
patologfa determinada. 

De acuerdo a sus hospedadores, los vims pueden ser clasificados 
como vims de vertebrados, de insectos, de plantas, de bacterias, etc. 
Inicialmente, los vims se clasificaron por la especificidad del hospeda- 
dor, las enfermedades producidas o bien a su tropismo tisular. Muchos 
nombres de vims derivan de su tropismo. Por ejemplo, los arbovims 
replican en un artropodo vector, los poliovims producen poliomielitis, 
los adenovims se aislaron de adenoides, etc. Otros nombres de familias 
estan basados con acronimos tales como picomavirus ( pico = pequeno, 
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RNA = acido ribonucleico). En otros casos, el nombre proviene de al- 
guna caracteristica estructural del virion, por ejemplo, los coronavirus 
presentan una corona de esplculas, o bien el nombre proviene del lugar 
de su primer aislamiento (Coxsackie, Marburg, West Nile, Junrn, An- 
des, etc.). 

Los virus pueden transmitirse por via respiratoria, digestiva, cuta- 
neo-mucosa o ingresar directamente a la sangre a traves de picaduras 
de artropodos o bien por transfusiones de sangre o materiales conta- 
minados con sangre (agujas contaminadas con los virus hepatitis B, 
hepatitis C, HIV, etc.) 

Los virus entericos son aquellos que penetran y replican prima- 
riamente en el tracto gastrointestinal. Este grupo incluye numerosos 
virus desnudos y por ello resistentes al acido estomacal y a las sales 
biliares, como los enterovirus (poliovirus, Coxsackie, virus hepatitis 
A), y otros como rotavirus, calicivirus, adenovirus entericos, etc. 

Los virus respiratorios penetran a traves de la mucosa respira- 
toria, por inhalacion, auto-inoculacion o por contacto con fomites 
contaminados y producen patologia localizada exclusivamente en 
el aparato respiratorio ( ortomixovirus , muchos paramixovirus, co- 
ronavirus, rinovirus, y adenovirus). Otros virus, si bien penetran 
por via respiratoria se diseminan a otros organos a traves de vire- 
mia (presencia de virus en sangre) como los virus que producen el 
sarampion, paperas, rubeola y viruela (actualmente erradicada). 

El termino arbovirus se aplica a aquellos virus que se trans- 
miten por medio de artropodos hematofagos cuando estos ingieren 
sangre de un vertebrado viremico. Este proceso no consiste en la 
simple transmision mecanica sino en la replicacion viral activa en 
los tejidos de los artropodos (mosquitos, garrapatas, culicideos). El 
nombre proviene del ingles arthropod-borne viruses. Los arbovirus 
se incluyen en las familias Togaviridae, Flaviviridae, Bunyaviridae 
y Reoviridae. 

Existe un Comite Internacional de Taxonomla que clasifica a 
los virus e incluye a los nuevos que se descubren, en la familia que 
les corresponde. Los virus se agrupan en familias, subfamilias y 
generos. Los criterios para definir una familia son: 1) tipo de acido 
nucleico, estructura del genoma, mecanismos y lugar de replica- 
cion; 2) tamano del virion y simetrla de la capside; 3) numero de 
capsomeros en los virus desnudos o diametro de la helice en los 
virus helicoidales; 4) presencia o no de envoltura; 5) lugar de en- 
samble de las partlculas virales (nucleo o citoplasma); 6) forma de 
salida de la celula hospedadora. 

La nomenclature de los ordenes, familias, subfamilias y generos 
virales se escribe con mayusculas ( Picornaviridae , Adenoviridae). 
En aquellas familias que se dividen en subfamilias se emplea el 
sufijo virinae ( Lentivirinae ). 

En el ano 2011, segun comunicacion del Comite Internacio- 
nal de Taxonomla Viral, se conocian 6.000 virus, 6 ordenes, 87 
familias, 19 subfamilias, 349 generos y 2.284 especies de virus y 
viroides que afectan a todos los seres vivos. Los virus que causan 
patologia humana se resumen en la Tab la 1 .5 y la Figure 1 .7. 

La subdivision de las familias en generos depende de criterios 
diferentes segun las familias. Cada genero puede tener cientos de 
especies distintas, las que se identifican por diferencias antigenicas. 

Existen virus que tienen un unico serotipo (sarampion, rubeo- 
la); otros presentan 3 serotipos (poliovirus) mientras que otros po- 
seen mas de 100 serotipos diferentes (rinovirus). Esto tiene gran 
importancia para seleccionar las cepas que deberan incluirse en las 
vacunas. 

A su vez, dentro de un mismo serotipo pueden albergarse uno 
o multiples tipos genomicos o genotipos. Por ejemplo, en el virus 
hepatitis B un unico serotipo incluye al menos ocho genotipos di- 
ferentes. 

Las divergencias genomicas que penniten la expresion de dife- 
rentes serotipos son mayores que las que acaecen entre los diversos 
genotipos. El porcentaje de homologia nucleotldica (similitud nu- 
cleotldica) que define un genotipo como diferente de otro es varia- 
ble segun el virus en cuestion, por lo cual un mismo porcentaje de 
homologia puede definir para un virus un genotipo y, para otro, un 
subtipo. 


Se denominan cuasiespecies virales a genomas viables some- 
tidos a un proceso de evolucion y seleccion cuyas secuencias nu- 
cleotidicas estan mtimamente relacionadas entre si (diferenciadas 
por pocas mutaciones), las que varlan alrededor de una secuencia 
master. 

Recientemente, se ha agrupado a los virus en ordenes o taxo- 
nes. Por ejemplo, los virus incluidos en el orden Mononegavirales 
presentan todos un genoma de cadena unica, son no segmentados 
y de polaridad negativa. Este orden incluye tres familias: Para- 
myxoviridae, Rhabdoviridae y Flaviviridae. 

6. Los VIRUS NO SOM LOS 
ACEMTES PATOGENOS MAS PEQUENOS: 

£QUE SOM LOS VIRIONES, LOS VIROIDES V LOS PRIOMES? 

Recordemos que se denomina virion a la particula viral completa 
e infectante. Es decir, a la particula que posee tanto sus caracterfs- 
ticas estructurales como su infectividad intactas. 

Existen otros agentes de menor tamano y complejidad que los 
virus, denominados viroides. Los viroides fueron descubiertos por 
Dienner en 1971 y producen enfermedades en plantas (pepino, cri- 
santemo, citricos, etc.), lo que ocasiona perdidas economicas en las 
plantaciones de vegetales. Se caracterizan por presentar un unico 
tipo de acido nucleico (RNA). Se diferencian de los virus verdade- 
ros en que carecen de capside y de envoltura; no poseen informa- 
cion para la sintesis proteica; son muy resistentes al calory su acido 
nucleico es siempre infeccioso en condiciones naturales. 

Finalmente, existen otros patagenos denominados agentes vi- 
rales no convencionales que comparten algunas propiedades con 
los virus pero se diferencian en su estructura y en su extraordinaria 
resistencia a los agentes inactivantes de virus. Estos agentes no con- 
vencionales presentan caracterlsticas asombrosas: 

a) carecen de capside o envoltura y por ello no poseen capaci- 
dad antigenica, por lo que son incapaces de desencadenar respuesta 
imnune alguna en el hospedador; b) no se conoce su acido nucleico, 
por lo que son los primeros agentes infecciosos sin acido nucleico 
detectables hasta el momenta en la naturaleza en este planeta; y c) 
son resistentes a los agentes inactivantes de virus incluyendo calor, 
luz ultravioleta, formol, glutaraldehldo, etc. 

Producen enfermedades lentas del sistema nervioso central que 
afectan al hombre ( kuru o ataxia degenerativa endemica; enferme- 
dad de Creutzfeldt-Jacob o demencia presenil) o al ganado ovino 
{scrapie) y bovino (encefalopatla espongiforme bovina o enferme- 
dad de la vaca loca ). A partir de la sustancia amiloide de los en- 
fermos se pudieron aislar unas glucoproteinas capaces de trasmitir 
la enfermedad a ratones. Su descubridor, S. Prusiner, las denomino 
priones (proteinaceus infective particle) y por este descubrimiento 
recibio el premio Nobel. 

Al microscopio electronico, los priones se observan como fi- 
brillas de 20-200 nm. No se conoce su mecanismo de replicacion 
pero se postula que, dado que no poseen la informacion genetica 
necesaria para su sintesis, esta estaria codificada en el genoma de 
la celula hospedadora. Normalmente, esa informacion estaria re- 
primida y la infeccion con priones produciria su des-represion y 
permitirla la replicacion del prion y el posterior desarrollo lento 
de la enfermedad, muchos afios despues de ocurrida la infeccion 
(Capitulo 31, Encefalopatias espongiformes transmisibles). 

7. £C0M0 PUEDEN INACTIVARSE LOS VIRUS? 

Efecto DE LOS AGENTES FISICO-QUIMICOS 

Diversos agentes fisico-quimicos (temperature, luz ultravioleta, 
pH, medio ionico y solventes lipidicos) pueden actuar sobre los 
constituyentes del virion produciendo su inactivacion. El conoci- 
miento de la sensibilidad o resistencia de los virus a estos agentes 
es importante para: 1 ) detenninar sus formas de transmision; 2) 
emplear metodos de inactivacion viral adecuada para materiales 
contaminados que necesitan desinfeccion; 3) efectuar el tratamiento 
correcto del agua potable, etc.; 4) conocer la viabilidad de muestras 
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Figura 1.7. Principales familias de virus patogenos para el hombre. 
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clmicas para diagnostico virologico; 5) conservar adecuadamente 
las vacunas virales, en especial aquellas a vims vivo y atenuado. 


) Corpus 
Editorial 


7.1.1 Temperature 

La mayoria de los virus son labiles al calor. Es suficiente una 
hora a 55-60° C para inactivar la mayoria de los vims por des- 
naturalizacion de las proteinas de la capside. Constituyen ex- 
cepciones a esta regia el virus hepatitis B. los adenoasociados y 
viroides, que resisten esa temperatura. 

Como regia general, la vida media de la mayoria de los vi- 
riones libres puede ser medida en segundos a 60° C, en minutos 
a 37° C, en horas a 4° C, en dias a -20° C, en meses a -70° C y en 
anos a -196° C. 

La esterilizacion por calor seco en estufa (VA hora a 180 °C) o 
por calor humedo en autoclave (20 a 30 minutos a 120° C y a VA 
atmosferas de presion por encima de la presion atmosferica) destmye 
todos los vims, incluyendo a los mas resistentes como el de hepatitis 
B. Por esta razon, la estufa o el autoclave son instrumentos usados 
para esterilizacion de diversos materiales de uso medico. 

La temperatura ambiente inactiva muchos vims, aunque el tiempo 
requerido depende de las caracterfsticas de la familia. El vims hepatitis 
B y los poxvirus (viruela) pueden conservar su infectividad a tempera- 
tura ambiente durante meses, lo que facilita la transmision por medio 
de fomites, aun en ausencia de contacto directo con el enfermo. Por el 
contrario, los ortomixovirus (influenza), los paramixovirus (sarampion, 
sincicial respiratorio, etc.) o los herpesvirus se inactivan rapidamente 
en pocas horas a temperatura ambiente, En estos casos, se requiere un 
contacto directo con el enfermo o fomites contaminados para lograr su 
efectiva transmision a un nuevo hospedador. 

En relacion al diagnostico virologico, la conservacion adecua- 
da de las muestras provenientes de pacientes para el aislamiento 
viral es fundamental. Estas muestras deben ser conservadas a 4° 
C y enviadas rapidamente al laboratorio en hielo granizado o con 
enfriadores de uso domestico. Es importante evitar la congelacion 
ya que muchos virus, en especial aquellos con envoltura como el 
virus sincicial respiratorio, o citomegalovims son muy sensibles a 
la congelacion y descongelacion. 

En el laboratorio, habitualmente se preparan y conservan cepas 
virales denominadas semillas, stocks o lotes, los que se emplean 
en algunos metodos diagnosticos y en pruebas de control de cali- 
dad en el diagnostico. Luego de la replication del virus en celulas 
permisivas se logra un lote viral, el que se titula y fracciona en 
alfcuotas con el agregado de medios protectores conteniendo suero 
o dimetilsulfoxido para preservar su infectividad. Los lotes virales 
se conservan en congeladoras a -70° C o en tanques de nitrogeno 
liquido a -196° C durante meses o anos. 

Otro procedimiento empleado para preservar la infectividad es 
la liofilizacion (desecacion en frio usando camaras de vacio). Este 
metodo se utiliza en la conservacion de vacunas ya que facilita su 
traslado a 4° C y, aun a temperatura ambiente. El hecho de que la 
vacuna antivariolica liofilizada pudiera ser conservada durante me- 
ses en esas condiciones fue un factor fundamental en la eficacia de 
las campanas de vacunacion que permitieron lograr la eradication 
de la viruela del planeta (Capitulo 48, Vacunas Virales). 


7.1.2 pH y medio ionico 

Los vims se conservan mejor en medios isotonicos y a pH fisio- 
logico, aunque algunos pueden soportar un amplio rango de pH y 
fuerzas ionicas. Por ejemplo, los enterovims resisten el pH acido 
del estomago y por esa razon pueden penetrar por via digestiva. 

En aquellos casos en que es imprescindible preservar la infec- 
tividad, como por ejemplo en la preparation de vacunas a virus 
vivo y atenuado, se adicionan sales de MgCl, ya que aumentan la 
resistencia de los virus a la inactivation termica. 


7.1.3 Radiaciones 

La radiacion ultravioleta y las radiaciones ionizantes (rayos X o ra- 
diaciones gamma) producen alteraciones irreversibles en el genoma 
y por ello pueden inactivar a los virus, en especial a aquellos con 


acidos nucleicos monocatenarios. Se ha utilizado la luz ultravioleta 
para inactivar vacunas como la anti-rabica que file usada en nuestro 
pais (vacuna Fuenzalida-Palacios). 

Asimismo, puede usarse luz ultravioleta para desinfectar areas 
de trabajo en el laboratorio (flujos laminares, mesadas, etc). La 
fuente emisora es un tubo germicida y la radiacion emitida actua 
formando dimeros entre las cadenas adyacentes de pirimidinas. 
Dado que la luz ultravioleta posee escaso nivel de penetration, solo 
puede emplearse en la desinfeccion de areas que reciban directa- 
mente la luz emitida. 

Las radiaciones ionizantes (Cobalto 60) se utilizan para esterili- 
zar materiales plasticos de uso medico (sondas, cateteres, jeringas, 
etc.) o de laboratorio (botellas, tubos y policubetas para cultivos 
celulares). En la actualidad, la mayor parte del material descartable 
se esteriliza por este metodo. 

7.1.3 Solventes de lipidos 

La presencia o no de envoltura determina la sensibilidad de los 
vims a los solventes lipldicos. Los virus con envoltura se inactivan 
facilmente con estos solventes (eter, cloroformo, sales biliares, o 
con detergentes anionicos). Por el contrario, los vims desnudos son 
resistentes a estos agentes y por ello pueden ser infectivos por via 
digestiva ya que resisten la action de las sales biliares ( Picornavius : 
poliovims, Coxsackie, etc.). La sensibilidad a los solventes de lipi- 
dos es empleada en la clasificacion preliminar de los vims aislados 
de muestras clmicas. 

7.1.4 Nociones de Vacunas a virus inactivados 

Las vacunas a vims inactivados estan constituidas por suspensiones 
de virus en las que se inactiva la infectividad pero se conserva la 
antigenicidad. El formaldehido es un inactivante clasico y file usado 
por Jonas Salk para preparar la primera vacuna antipoliomielitica. 
El formaldehido reacciona con los grupos amino de las proteinas y 
con los acidos nucleicos. Otros inactivantes utilizados para vacunas 
son la luz ultravioleta y la betapropiolactona (Capitulo 58, Vacunas 
Virales). 

8. Nociones de esterilizacion y desinfeccion 

Este tema se tratara en el capitulo de Bioseguridad pero definiremos 
aqul algunas nociones esenciales ya que para prevenir las infeccio- 
nes nosocomiales (intrahospitalarias) es fundamental la utilization 
de procedimientos de esterilizacion y desinfeccion. 

Se define a la esterilizacion como aquel procedimiento que 
logra la ausencia total de microorganismos viables, mientras que 
la desinfeccion es la destruction de la infectividad potencial de un 
material determinado. Para lograr la esterilizacion pueden utilizarse 
metodos fisicos como la temperatura (en estufa de esterilizacion o 
en autoclave), las radiaciones o bien los agentes mecanicos como la 
filtracion a traves de filtros con poros de 0,2 micrones que pueden 
retener las bacterias y hongos. 

La esterilizacion adecuada se logra solo cuando se obtiene 
la exposition requerida en cuanto a temperatura (y eventual pre- 
sion) y tiempo. En una estufa de esterilizacion, las condiciones 
adecuadas son: 200° C durante 1 hora; 6 180° C durante VA hora 
6 160° C durante 2 horas. En el autoclave, las condiciones de 
esterilizacion son: 120° C durante 20 a 30 minutos a 114 atmos- 
fera de presion por encima de la presion atmosferica. El metodo 
a elegir depende del material a esterilizar. Para ropas, material 
de goma y soluciones tamponadas sin proteinas debe utilizarse el 
autoclave, ya que esos elementos no resistirian el calor seco de 
la estufa. Para aquellos materiales que resisten el calor (vidrio, 
instrumental quirurgico metalico) puede emplearse la estufa de 
esterilizacion. En materiales que no resisten el calor (plasticos, 
sondas, endoscopios, etc.) se utiliza el oxido de etileno o la ra- 
diacion ionizante. 

La filtracion a traves de membranas con poros de 0,2 micrones 
se emplea para esterilizar medios de cultivo de celulas, los que con- 
tienen soluciones tamponadas, sueros animales, vitaminas, enzimas. 
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etc. Estas sustancias no resisten el calentamiento que destruye sus 
constituyentes esenciales, por lo que se debe emplear la filtration. 

Para desinfeccion de superficies en el medio hospitalario, en el la- 
boratory, asf como tambien para material de laboratory contaminado, 
se utiliza hipoclorito de sodio al 10% (agua lavandina de uso domesti- 
co) 6 1-5% de cloro activo. Es importante recordar que las soluciones 
de hipoclorito de sodio deben prepararse diariamente a la concentra- 
tion adecuada, ya que se evapora disminuyendo asf la concentration de 
cloro activo y por lo tanto su efectividad como desinfectante. Tambien 
puede emplearse glutaraldehido al 2% o acido peracetico para los ele- 
mentos que no resisten la action del hipoclorito. 

Para la antisepsia de piel no es posible utilizar los productos re- 
cien mencionados por ser toxicos. En este caso deberan utilizarse 
alcohol iodado al 2%, cloroheximida al 0,5-1%, o bien etanol al 70%. 

9. NOMENCLATURA DE LOS VIRUS 

Los virus se designan segun normas establecidas por el Comite In- 
ternational de Taxonomla Viral ( International Committee for Taxo- 
nomy of viruses -ICTV-). Al igual que acontece con otros agentes 
biologicos, los ordenes, familias, subfamilias y generos se deben 
consignar en italica y con la primera letra mayuscula. 
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En agosto de 2002, el ICTV propuso (Capltulo 3 sobre las Reglas 
de Clasificacion y Nomenclature de vims) reemplazar su previa de- 
nomination taxonomica (se los consignaba con letra minuscula) por 
su designation en letra italica, y mayuscula en la letra inicial de la 
primera palabra. Otras palabras inherentes a la denomination de un 
vims, solo se consignan con mayuscula si corresponden a un nombre 
propio o a partes de un nombre propio. 

Los nombres de las enfermedades producidas por vims deben 
escribirse con minuscula. Asimismo, cuando se emplea el nombre 
de una familia en fonna generica (por ejemplo, los poliovims o los 
herpesvirus) tambien debe utilizarse la letra minuscula. 

Sin embargo, el ICTV indica textualmente que "no es necesaria" 
la escritura en italica y letra inicial mayuscula cuando se refiere a una 
entidad donde el vims "adjetiva" otro componente (por ejemplo, "la 
polimerasa del vims del mosaico del tabaco"), o se refiere a entidades 
fisicas que hacen referencia a viriones (por ejemplo, "1 pg de vims 
del mosaico del tabaco"). 

No obstante lo mencionado, el lector podra comprobar que, aun las 
publicaciones cientificas intemacionales mas relevantes en el ambito 
de la Virologfa, estas reglas no siempre se aplican uniformemente. 

Por lo expuesto, en esta obra podra observarse que los vims son 
mencionados con mayuscula o minuscula. 
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1. Introduccion 

Una caracterfstica fundamental de los vims es su dependencia de la 
maquinaria biosintetica y energetica de la celula que infectan, siendo 
incapaces de replicar en el medio extracelular. Por lo tanto, en muchos 
aspectos, el estudio de la replicacion viral comprende el analisis de las 
interacciones entre el vims y la celula hospedera. La replicacion viral 
puede, en algunos casos, producir dano o muerte celular siendo estos 
procesos una de las causas de las enfermedades producidas por vims, 
por lo que el conocimiento de los mecanismos de patogenesis viral se 
basa en parte en el estudio de la replicacion intracelular. Asimismo, el 
desarrollo de compuestos con actividad antiviral requiere del conoci- 
miento de las caracterfsticas del ciclo de multiplication de un vims a 
fin de determinar aquellos eventos de la replicacion que involucren 
procesos o componentes especificamente virales. 

Las infecciones virales pueden ser clasificadas en producti- 
vas y no productivas. Las infecciones productivas son aquellas 
que tienen como consecuencia la production de nuevas partfcu- 
las virales infecciosas (progenie viral). Dentro de este tipo de 
infecciones, algunas llevan a la muerte y lisis de la celula infec- 
tada mientras que en otros casos la celula sobrevive y contimia 
produciendo vims a veces a bajos niveles (infecciones cronicas), 
aunque en algunos casos los niveles pueden ser fluctuantes o 
persistentemente elevados (ejemplo, la hepatitis C cronica). En 
el caso de las infecciones no productivas, la replicacion viral se 
encuentra bloqueada y la celula infectada puede o no sobrevivir. 

2. Ciclo de replicacion viral 

El ciclo de replicacion de un vims, conjunto de eventos que condu- 
cen a una infection viral productiva, comienza con la union de las 
particulas virales con receptores especificos presentes en la superficie 
celular, proceso denominado adsorcion. Esta interaction inicial es 
seguida por la etapa de penetration que permite la incorporation del 
material genetico viral en la celula. A continuation, mediante estra- 
tegias que difieren de acuerdo a la naturaleza del material genetico, 
se produce la expresion y replicacion del genoma viral. Finalmente, 
los componentes virales sintetizados se ensamblan de manera de con- 
formar particulas virales maduras (viriones) que son liberadas de la 
celula infectada. Consideraremos ahora los aspectos sobresalientes de 
cada una de las etapas del ciclo de replicacion de un vims. 

2 . 1 ADSORCldN 

Para iniciar la replicacion en una celula los vims deben adherirse a 
la membrana plasmatica y dicha interaction implica la union de una 
proteina de la cubierta viral (capside o envoltura), denominada anti- 
receptor o proteina de union, con una molecula presente en la super- 
ficie celular o receptor. La presencia de receptores especificos es lo 
que determina la susceptibilidad de un tipo celular a determinado 
virus, por lo tanto esta interaction inicial entre el virus y la celula 
es de suma importancia en la patogenesis viral. Sin embargo, debe 
tenerse en cuenta que la sola presencia de receptores adecuados 
no necesariamente conduce al desarrollo exitoso de una infection 
productiva ya que esta requiere ademas de otros factores intrace- 
lulares cuya presencia determina la permisividad celular respecto 
a un virus dado. La capacidad de un virus de invadir y replicar en 
un tipo celular particular se denomina tropismo celular o tisular. 


Diferentes moleculas presentes en la superficie de la celula, como 
proteinas, glicoproteinas o carbohidratos que normalmente cumplen 
un papel importante en la fisiologia celular, pueden ser utilizadas 
como receptores virales. Las moleculas receptoras utilizadas por al- 
gunos vims son proteinas que se expresan unicamente en la superficie 
de celulas diferenciadas por lo que estos vims exhiben un tropismo 
tisular restringido, por ejemplo, el vims hepatitis B que replica en 
hepatocitos o el vims de la inmunodeficiencia humana tipo 1 (HIV- 
1) que multiplica en linfocitos T CD4 + y macrofagos. Los miembros 
de algunas familias de virus, como picornavirus y retrovirus, han 
evolucionado hacia la utilization de distintos receptores. A pesar de 
la existencia de esta heterogeneidad, tambien ocurre que virus no 
relacionados comparten un mismo receptor. 

Si bien la interaction de virus como poliovirus, rhinovirus o el 
virus influenza con un unico receptor es suficiente para permitir la 
posterior penetration del virus a la celula, los virus HIV- 1 , adeno- 
virus y alfaherpesvirus requieren de la interaction con un receptor 
primario, que facilita la union a la superficie celular, y con un co- 
rreceptor necesario para la entrada del virus a la celula. En el caso 
de adenovirus, por ejemplo, el inicio de la infection implica una 
primera interaction de la partfcula viral con un tipo de molecula 
receptora (molecula del complejo mayor de histocompatibilidad 
clase I o una proteina de la superfamilia de las inmunoglobulinas 
denominada CAR) y una segunda interaction con proteinas de la 
familia de las integrinas, indispensable para la internalization del 
virus a la celula. 

2.2 Penetraci6n 

Luego de la union al receptor, el virus debe atravesar la membra- 
na plasmatica para iniciar su replicacion. En el caso de los virus 
envueltos, la penetracion viral puede ocurrir por fusion a nivel de 
la membrana plasmatica o por endocitosis mediada por receptor y 
ambos mecanismos involucran un proceso de fusion de membranas. 

En el caso de los vims que entran por fusion a nivel de la mem- 
brana plasmatica, la union al receptor provoca cambios conforma- 
cionales en las espfculas glicoproteicas virales que conducen a la 
fusion de la envoltura viral con la membrana plasmatica. Dicha 
fusion es mediada por una glicoproteina denominada proteina de 
fusion que puede ser o bien la misma glicoproteina viral que actua 
como anti-receptor o bien otra glicoproteina integral de la envoltu- 
ra. Este proceso de fusion de membranas, utilizado por ejemplo por 
los paramyxovirus, los herpesvirus y algunos retrovims como HIV, 
es independiente del pH y conduce a la liberation de la nucleocap- 
side o de la capside viral en el interior del citoplasma. 

Otros vims envueltos, como rhabdovirus, influenzavims y arena- 
vims, que presentan una actividad de fusion dependiente de pH acido, 
luego de la union al receptor son incorporados a la celula a traves de un 
mecanismo de endocitosis (Figura 2.1). Diferentes vims pueden utili- 
zar distintas vfas endorfticas, ya sea endocitosis mediada por clatrina, 
por caveola o macropinocitosis. En la mta endocitica que ha sido mas 
estudiada hasta el momenta, las particulas virales son intemalizadas 
en vesfculas recubiertas por la proteina clatrina y luego transportadas 
a los endosomas. El pH acido en el interior de los endosomas induce 
cambios en la conformation de las espfculas glicoproteicas de la envol- 
tura viral, exponiendose regiones hidrofobicas de la proteina de fusion 
que sera la responsable de mediar la fusion entre la envoltura viral y la 
membrana endosomal que lleva a la perdida de la envoltura viral. 
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Figura 2.1. Aspectos generales del ciclo de replicacion de un virus tomando como modelo un virus envuelto con genoma RNA 
cuya replicacion transcurre en el citoplasma celular. 


Con respecto a los virus desnudos, en la mayoria de los ca- 
sos la incorporation de las partfculas virales ocurrirfa mediante 
un mecanismo de endocitosis mediada por receptor. Sin embargo, 
para poliovirus existen evidencias que indican que la interaction 
de este virus con su receptor PVr, una protefna de la superfamilia 
de las inmunoglobulinas, lleva a rearreglos en la conformacion de 
la particula viral y a un aumento de su hidrofobicidad y afinidad 
por las membranas. Estas alteraciones conducirian finalmente a la 
formation de poros en la membrana plasmatica permitiendo la in- 
corporacion del RNA viral al citoplasma de la celula. 

2.3 Desnudamiento 

La perdida de la cubierta externa viral (envoltura o capside) se co- 
noce como proceso de desnudamiento y es imprescindible para la 
posterior expresion de los genes virales. A exception de los virus 
con genoma RNA simple cadena de polaridad positiva, el desnu- 
damiento no implica la liberacion del acido nucleico desnudo en 
el interior de la celula sino que el mismo permanece mtimamente 
asociado a algunas proteinas virales conformando complejos nu- 
cleoproteicos. 

El desnudamiento puede ocurrir durante la penetration a nivel 
de la membrana plasmatica (poliovirus o virus envueltos como pa- 
ramyxovirus y E1IV ) o a nivel de vesiculas endosomales, es decir 
subsecuentemente a la internalization de la particula viral (Figura 
2.1). Este ultimo caso es el de virus envueltos, como rhabdovirus, 
influenzavirus o arenavirus, y virus desnudos que ante la exposition 
al pEl acido de estas vesiculas intracelulares sufren alteraciones en la 
conformacion de las proteinas de capside que provocarian la lisis o 
permeabilizacion de la membrana endosomal, permitiendo la traslo- 
cacion del material genetico al citoplasma. 

Una mention aparte merecen los virus cuyo desnudamiento ocu- 
rre a nivel de los poros de la membrana nuclear como herpesvirus y 
adenovirus. Luego de la perdida de envoltura durante la penetration 
por fusion a nivel de la membrana plasmatica, en el caso de herpes- 
virus, o de la liberacion de partfculas virales parcialmente desensam- 
bladas a partir de los endosomas, en el caso de adenovirus, la capside 
viral liberada en el citoplasma es transportada hacia el complejo del 
poro nuclear a traves del que se produciria el ingreso del genoma 
viral al nucleo de la celula. 


2.4 ExpresiOn y replicacion del genoma 

Los procesos de biosfntesis intracelular de macromoleculas virales 
comprenden: 

1 ) la expresion del genoma a traves de la sintesis de las proteinas 
virales, para lo que previamente deben generarse los correspon- 
dientes RNAmensajeros (RNAm); 

2) la replicacion del genoma viral a traves de la sintesis de mole- 
culas progenie del acido nucleico viral. 

En general, las variaciones que se observan en los mecanismos 
para desarrollar estos procesos biosinteticos dependen fundamen- 
talmente de las caracteristicas del genoma viral, y en base a ello, 
se pueden agrupar todos los virus en tres grandes categorias: 1) 
virus con genoma a DNA; 2) virus con genoma a RNA; 3) virus 
con transcription inversa. En todos los casos, los mecanismos para 
llevar a cabo la biosintesis han debido respetar las restricciones 
que la celula impone para la utilization de su maquinaria en dos 
aspectos basicos. Por un lado, los virus deben expresar RNAm que 
sean traducibles a proteinas por el sistema celular, es decir, RNAm 
monocistronicos. Ademas, de acuerdo a la mayor o menor utiliza- 
tion de las diferentes enzimas celulares por parte de los virus, los 
procesos de transcription y replicacion del genoma viral tendran 
lugar en el nucleo o el citoplasma. 

2.4.1 Virus con genoma a DNA 

Dado que el DNAes el material genetico de la celula eucariotica, no es 
sorprendente que la mayoria de los virus con genoma a DNA usen en 
gran medida la maquinaria enzimatica celular para expresar y replicar 
su genoma y que los mecanismos con que ocurren estos eventos sean 
en muchos casos replicas de los que normalmente realiza la celula. 
Asimismo, hay una amplia mayoria de vims con DNA de cadena doble 
(DNA cd) y solo unas pocas especies de vims con genoma DNA de 
cadena simple (DNA cs). 

Para los vims que portan un genoma a DNA cd, como herpesvirus, 
adenovims, papillomavirus y polyomavirus, siempre el primer paso es 
la transcription, es decir la sintesis de RNAm subgenomicos, a partir de 
cada uno de los cuales se va a sintetizar una proteina viral (Figura 2.2, 
Gmpo I). En la mayoria de los casos, la transcription no es simultanea 
para todos los genes sino que ocurre secuencialmente; primero se trans- 
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criben los genes llamados tempranos, que codifican para proteinas no 
estructurales, generalmente enzimas requeridas luego para la replicacion 
del DNA y otras proteinas que pueden inducir diferentes fenomenos en 
la celula hospedera. La transcripcion tardla abarca a los genes que co- 
rresponden a las proteinas estructurales, es decir, las que conforman la 
capside y envoltura viral. Entre anibas rondas de transcripcion, suele 
ocurrir la replicacion del DNA viral. En general, la smtesis de RNAm 
virales es catalizada por la RNA polimerasa II celular, mientras que la 
replicacion del DNA viral esta a cargo de una DNA polimerasa propia 
del virus. Dada la localization nuclear de la RNA polimerasa II, ambos 
procesos transcurren en el nucleo, hacia donde debe migrar el genoma vi- 
ral luego que es liberado en el citoplasma. Una exception la constituyen 
los poxvirus, que realizan todo su proceso de biosintesis en el citoplasma, 
por lo que deben aportar no solo su propia DNA polimerasa sino tambien 
una RNA polimerasa para sintetizar los RNAm. 

Los virus con genoma a DNA cs, que incluyen parvovirus y 
circovirus, primero pasan a DNA cd sintetizando la cadena com- 
plementary y luego, a partir de este DNA cd, sintetizan sus RNAm, 
para expresar las proteinas correspondientes, como asi tambien las 
cadenas de DNA genomico (Figura 2.2, Grupo II). Estos virus tie- 
nen un genoma muy pequeno, donde solo se expresan 4-5 genes, 
no presentan regulation temporal de la transcripcion, y, al igual que 
los virus a DNA cd de menor tamano genomico, son altamente de- 
pendientes de la celula hospedera pues en general solo multiplican 
en celulas en proceso de division activa. Por el contrario, los virus 
a DNA grandes, que poseen alrededor de 50-250 genes, pueden 
replicar en celulas que no estan en division pues aportan una am- 
plia variedad de enzimas para generar los precursores de sus acidos 
nucleicos. 

2.4.2 Virus con genoma a RNA 

Dentro del grupo de los virus con genoma a RNA se da la situation 
inversa a la descrita para los virus con DNA: los virus con RNA de 
cadena simple (RNA cs) son mayoritarios frente a los de RNA cadena 
doble (RNA cd). Tanto la transcripcion como la replicacion de estos 
genomas implican la smtesis de una hebra de RNA sobre un templado 
de RNA, la enzima para catalizar este proceso es una RNA polimerasa 
RNA dependiente que no existe en la celula eucariotica, por lo que 
siempre debe ser obligatoriamente codificada por el virus. 

Los virus con genoma RNA cs han sido clasificados de acuerdo 
a la relation que existe entre la cadena de RNA genomico y la cade- 
na de RNAm, propuesta efectuada por Baltimore hace casi cuatro 
decadas y que aun se mantiene vigente. Hay dos posibilidades: que 
el RNA genomico tenga la secuencia del RNAm o que, por el con- 
trario, que el RNA genomico tenga la secuencia complementaria 
al RNAm. Tomando la convention de asignar polaridad positiva 
al RNAm, aquellos virus cuyo genoma es directamente el RNAm 
se denominan virus RNA de polaridad positiva ( RNA + ) y los que 
poseen la secuencia complementaria al RNAm son virus RNA de 
polaridad negativa ( RNA -). 

Los virus RNA+ (ejemplos: picornavirus, flavivirus, togavirus 
y coronavirus) directamente sintetizan total o parcialmente sus 
proteinas como primera etapa de biosintesis intracelular (Figura 
2.2, Grupo III). Entre estas proteinas se halla la RNA polimerasa 
que va a catalizar la replicacion del genoma, pasando primero a la 
hebra complementaria, negativa, y luego a partir de esta se copia 
la cadena de RNA genomico. Esta smtesis de RNA siempre ocurre 
en una estructura que se denomina intennediario replicativo (IR), 
en la que sobre una cadena de RNA se van copiando simultanea- 
mente varias cadenas de RNA complementarias. 

Los virus RNA- (Figura 2.2, Grupo IV; ejemplos: rhabdovirus, 
myxovirus y paramyxovirus) deben primero sintetizar RNAm para 
poder expresarse, por lo tanto la RNA polimerasa es siempre una 
proteina constitutiva del virion, que esta asociada al genoma, y cata- 
liza la smtesis de los RNAm que son luego traducidos. A continua- 
tion ocurre a partir del RNA infectante la replicacion del genoma, 
por smtesis sucesiva de las dos cadenas complementarias, primero 
la positiva y luego la negativa, en IR, al igual que en los virus RNA 
+. Cabe acotar que hay dos familias de virus RNA cs denominadas 


ambisentido, los arenavirus y los bunyavirus, que tienen un genoma 
con una region de polaridad positiva y una region de polaridad nega- 
tiva. Sin embargo, estos virus son considerados dentro del grupo de 
virus RNA de polaridad negativa, porque su estrategia es similar a 
los RNA -, ya que el primer evento de biosintesis es la transcripcion 
de RNAm. 

Los virus con genoma RNA cd tambien tienen asociada al ge- 
noma la RNA polimerasa RNA dependiente, que transcribe RNAm 
a partir de una de las hebras del genoma (Figura 2.2, Grupo V; 
ejemplo: reovirus). Este RNAm, luego de ser traducido, es tambien 
utilizado como templado para original' las moleculas de RNA cd 
genomicas. 

Dado que los virus con genoma de RNA no utilizan las enzi- 
mas celulares para transcripcion y/o replicacion de sus genomas, 
realizan su ciclo de multiplication Integramente en el citoplasma 
celular. Los virus de influenza son la exception a esta situation, ya 
que los RNA virales son transportados al nucleo porque requieren 
de la maquinaria de transcripcion y procesamiento de la celula para 
sintetizar sus RNAm. 

2.4.3 Virus con transcripcion inversa 

Dentro de los virus con capacidad de infectar celulas animales hay 
dos familias en las que hay una etapa de transcripcion inversa es 
decir la smtesis de una cadena de DNA a partir de un templado 
de RNA catalizada por la enzima transcriptasa inversa viral. Estas 
familias son Retroviridae y Hepadnaviridae y a pesar de tener un 
genoma de RNA y DNA, respectivamente, se las clasifica en forma 
separada de los grupos anteriores (Figura 2.2, Grupos VI y VII). 

El genoma de los retrovirus es diploide, formado por dos he- 
bras identicas de RNA de polaridad positiva, pero este RNA no se 
expresa directamente como RNAm. El virion porta la transcrip- 
tasa inversa que sintetiza una cadena de DNA complementaria al 
RNA genomico, proceso inverso justamente al de la transcripcion 
celular. El RNA genomico del hlbrido RNA-DNA es luego de- 
gradado por una ribonucleasa viral, y se sintetiza la hebra com- 
plementaria de DNA. As! se genera una molecula de DNA doble 
cadena que se dirige al nucleo celular y mediante una integrasa 
aportada por el virus se integra al cromosoma celular, donde se 
mantiene en una forma estable denominada pro virus. El pro virus 
es expresado como un gen celular, por la RNA polimerasa II de 
la celula y as! se originan nuevas moleculas de RNA viral, que 
sirven como RNAm para expresar las proteinas virales y como 
genomas para formar los nuevos viriones. 

Por el contrario, los hepadnavirus, entre los que se destaca el 
virus hepatitis B, tienen un genoma formado por dos cadenas de 
DNA de distinta longitud, una mayor (la L, del ingles large ) y otra 
de menor tamano (S del ingles small), las que al aparearse en las 
regiones complementarias originan una estructura cadena doble par- 
tial (DNAcdp). El ciclo de replicacion intracelular comienza con 
la reparation de las dos cadenas incompletas de manera tal que se 
origina una cadena doble de DNAcompleta (DNAcdc, Figura 2.2, 
Grupo VII). Este DNA cdc migra al nucleo, donde a diferencia de 
los retrovirus no se integra al cromosoma celular, sino que en forma 
de episoma libre es transcripto por la RNA polimerasa II celular 
a RNAm, y a partir del RNAm de mayor tamano la transcriptasa 
inversa del virus sintetiza moleculas de DNA cdp, replicas del ge- 
noma viral. 

2.5 Ensamblaje y liberaci6n 

Una vez que se ha sintetizado dentro de la celula suficiente cantidad 
de proteinas y genomas virales, se pasa a las etapas finales del ciclo 
de multiplication, que consisten en el ensamblaje de los distintos 
componentes para formar nuevas partlculas virales y su posterior 
liberation o salida a partir de la celula infectada. 

La forma en que transcurren estos procesos va a depender de 
las caracteristicas de la capside y de la presencia o no de envoltura. 
Las capsides icosaedricas se ensamblan por interaction entre las 
distintas subunidades con total independencia de la smtesis del ge- 
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Grupo I DNA cd — > RNAm — > proteinas 

4 

DNA cd 


Grupo II DNA cs — > DNA cd — <■ RNAm — > proteinas 

I 

DNA cs 


Grupo III RNA + — > proteinas 

4 

RNA- (IR) 

4 

RNA + 


Grupo IV RNA ► RNAm — > proteinas 

4 

RNA+ (IR) 

4 

RNA- 


Grupo V RNA cd — > RNAm — » proteinas 

4 

RNA cd 


Grupo VI RNA + — ► DNA cd (integracion) — » RNAm — > proteinas 

4 

RNA + 


Grupo VII DNA cdp — > DNA cdc — > RNAm — > proteinas 

4 

DNA cdp 

Figura 2.2. Esquemas de los procesos de expresion y replication genomica para los distintos grupos de virus. RNAm: RNA 

mensajero; RNA+: RNAde polaridad positiva; RNA-: RNAde polaridad negativa; cd: cadena doble; cs: cadena simple; IR: intermediario 
replicativo; cdp: cadena doble parcial; cdc: cadena doble completa. 

noma, y es asi que pueden detectarse en la celula infectada capsides 
vaclas que carecen de acido nucleico en su interior. El genoma se 
introduce en la capside prearmada a traves del reconocimiento en- 
tre secuencias especlficas del genoma, denominadas secuencias de 
empaquetamiento, y algun dominio particular de una protefna de 
la capside. Por el contrario, en los virus con capside helicoidal la 
capside se va estructurando por agregado de subunidades proteicas 
alrededor del acido nucleico viral a medida que este se va sinteti- 
zando. 

Por ultimo, los virus envueltos adquieren su envoltura a traves 
de un proceso de brotacion a partir de la membrana celular. La bi- 
capa lipidica de la envoltura deriva totalmente de la membrana ce- 
lular, en la que se han insertado las glicoprotelnas codificadas por el 
virus fonnando las espiculas que se proyectan hacia el exterior. La 


membrana celular se regenera luego de la gemacion de la particula 
viral, y de este modo la liberacion de nuevos viriones se produce sin 
causar dano a la celula. En general, los virus envueltos son los que 
pueden originar infecciones persistentes justamente porque tienen 
esta capacidad de salir de la celula sin danarla. Por el contrario, los 
virus desnudos solo pueden liberarse de la celula produciendo la 
lisis de la misma. 

2.6 CURVA DE CRECtMtENTO DE UN SOLO CICLO 

La mayorfa de los estudios de replicacion de virus animales se han 
realizado utilizando lineas celulares crecidas en monocapa o en sus- 
pension. Para conocer las caracteristicas de las distintas etapas de 
la multiplication de un virus se deberfa estudiar el desarrollo de la 
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Figura 2.3. Curva de un solo ciclo de un virus desnudo. 
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infeccion producida por la infeccion de una unica partfcula viral en 
una sola celula hospedera. Dado que el estudio de celulas infectadas 
aisladas es practicamente imposible se recurre al analisis de las cur- 
vas de crecimiento llamadas curvas de un solo ciclo. Estas curvas 
se obtienen infectando al cultivo celular con una alta relation entre 
el numero de partfculas virales infecciosas y el numero de celulas 
del cultivo, con el objeto de lograr una infeccion sincronica, es 
decir, que todas las celulas del cultivo sean infectadas de forma 


simultanea y asi evitar las infecciones secundarias, es decir infec- 
ciones de celulas con la progenie viral resultante del primer ciclo de 
replicacion. A distintos tiempos pos-infeccion se cuantifica la infec- 
tividad (numero de unidades infecciosas/ml) asociada a las celulas 
del cultivo (virus asociado a celulas o intracelular) y la infectividad 
presente en el medio de cultivo (virus extracelular). 

El tipo de curva que generalmente se obtiene en el caso de un 
virus desnudo se muestra en la Figura 2.3 y resulta de graficar el 
titulo infeccioso en escala logaritmica (log unidades infecciosas/ 
ml) en funcion del tiempo (horas pos-infeccion). Inmediatamente 
despues de la infeccion, la infectividad inicialmente inoculada va 
disminuyendo a medida que se suceden la penetracion y el des- 
nudamiento de las partfculas virales. Llega un momenta en que 
no es posible detectar partfculas virales infecciosas ni siquiera in- 
tracelularmente. Este perfodo en que no es posible detectar virus 
infeccioso se denomina eclipse y tiene su fin cuando empieza a evi- 
denciarse un incremento de la infectividad intracelular o asociada a 
celulas. Los virus no envueltos maduran en el interior de la celula 
donde la progenie viral se acumula, obteniendose un incremento 
exponencial de la infectividad intracelular (periodo de crecimiento 
exponencial o fase log). A medida que empieza a producirse la lisis 
de las celulas infectadas la progenie viral comienza a liberarse al 
medio extracelular. Se denomina periodo de latencia al tiempo que 
tarda en detectarse infectividad extracelular. En estos tipos de vims, 
que se forman rapidamente pero permanecen durante largo tiempo 
en el interior de la celula, el perfodo de eclipse es mucho menor que 
el de latencia. 

Los vims que se liberan de la celula por brotacion, a partir de la 
membrana plasmatica, son infecciosos solo despues de haber adqui- 
rido la envoltura y por lo general permanecen poco tiempo asociados 
a las celulas como partfculas infecciosas. Por lo tanto, la recupera- 
tion de la infectividad es mayor en el sobrenadante y los perfodos 
de eclipse y de latencia son similares. Otros vims envueltos que ma- 
duran en el interior de la celula, adquiriendo su envoltura a partir de 
membranas intracelulares, presentan perfodos de eclipse menores a 
los de latencia, y en algunos casos suelen permanecer retenidos en 
el interior de la celula, por lo que estas deben ser rotas para lograr la 
liberacion completa de las partfculas virales. 
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tComo se estudian los virus? 

Susana Mersich - Nelida Candurra 


Los virus pueden estudiarse por procedimientos fisicoquimicos o 
por aquellos que demuestren su interaction con las celulas vivas, 
es decir, su capacidad infecciosa. 

Los procedimientos fisicoquimicos pueden detectar a los 
virus: a) como particulas virales, por microscopia electronica; b) 
como unidades hemaglutinantes, por hemaglutinacion; c) como an- 
tigeno, mediante tecnicas inmunohistoquimicas; y, d) como acidos 
nucleicos mediante tecnicas moleculares (hibridacion, amplifica- 
tion genomica o secuenciacion; Tabla 3.1). Muchas de estas tecni- 
cas se emplean habitualmente para el diagnostico virologico. 

Las caracteristicas de las proteinas virales (peso molecular, punto 
isoelectrico, composition, contenido glucosidico, etc.) y de los acidos 
nucleicos virales (peso molecular, longitud, polaridad, contenido en 
guanina-citosina y secuencia nucleotidica) se estudian en los labora- 
tories de Virologia basica. 

Los estudios de infectividad son fundamentales tanto en Vi- 
rologia basica como clinica. En el primer caso, la cuantificacion de 
particulas infectivas en un inoculo es util para controlar un proceso 
de purification y absolutamente necesaria cuando se estudia la re- 
plication viral o las propiedades de un agente virucida. En el se- 
gundo caso se utilizan los estudios de infectividad para determinar 
la presencia del virus viable en las muestras clinicas. 


Procedimientos fisicoquimicos 
Detection de: - particulas virales 

- antigenos virales 

- acidos nucleicos 

Procedimientos para detection de infectividad: 
Replication en: - cultivos celulares 

- animales de experimentation 

- huevos embrionados 


Tabla 3.1. Procedimientos para el estudio de los virus. 

1. Procedimientos fisicoquimicos 

1. 1 Microscopia electronica: visualizacion y enumeracion de 

PARTICULAS VIRALES 

El microscopio electronico permite observar la morfologia de las 
particulas virales y se utiliza ampliamente en investigation, siendo 
restringida su aplicacion al diagnostico. Existen dos tecnicas basi- 
cas: la microscopia de transmision y la tincion negativa. 

Para el estudio de particulas virales en tejidos y celulas infectadas 
se emplea la microscopia electronica de transmision. Su poder de re- 
solution permite observar estructuras moleculares como proteinas y 
acidos nucleicos. Sin embargo, los haces de electrones que forman las 
imagenes de la muestra tienen escaso poder de penetration y no permi- 
ten la visualizacion directa de celulas aisladas ya que resulta demasiado 
gruesa. Por ese motivo, se deben fijar los tejidos en estudio mediante 
su inmersion en resinas epoxi y luego, efectuar cortes ultrafinos con 
microtomo. Despues, las preparaciones se tinen con sustancias que 
poseen atomos pesados, capaces de desviar los electrones y aumentar 
el contraste (acido osmico, sales de uranio, lantano o plomo). 

Esta tecnica permite el estudio de las etapas de la replication 
viral en las diferentes estructuras celulares y, asimismo, permite 



Figura 3.1 . Microscopia electronica. Tincion negativa de rotavi- 
rus en materia fecal (80 000 X). 


observar las particulas virales que no demuestran una estructura 
bien definida por la tecnica de tincion negativa. 

1.1.1 Tincion negativa 

En algunos casos, para estudiar la estructura externa de los virus no 
es necesario preparar las muestras como se indico en el parrafo an- 
terior, pudiendose observar a las particulas virales de modo directo 
y rapido, combinando la microscopia electronica de transmision con 
la tecnica denominada tincion negativa. La misma consiste en mez- 
clar la suspension viral con un colorante de alta densidad electronica 
(acido fosfotungstico o acetato de uranilo). Las particulas virales no 
dispersan el haz de electrones, por lo que se veran tiaras sobre un 
fondo oscuro que delinea su estructura (Figura 3.1). El procedimiento 
es rapido, pero necesita de un observador experimentado y una can- 
tidad de particulas virales mayor a 10 6 por ml. Esta tecnica permite 
visualizar facilmente a los virus envueltos que pueden tener envoltura 
lisa o con espiculas y a los virus icosaedricos que presentan estruc- 
turas caracteristicas (por ejemplo, rotavirus: forma de rueda; adeno- 
virus: icosaedrico desnudo). En cambio, los virus de tamano medio 
(papilomavirus) y los pequenos (calicivirus) se visualizan pero no se 
identifican claramente. Aquellos de tamano muy pequeno (picorna- 
virus y parvovirus) se observan como particulas borrosas. 

Las aplicaciones de la tincion negativa para el diagnostico 
rapido son: a) diferenciar en muestras clinicas a los herpesvirus 
(herpes simplex, varicela) de los poxvirus (viruela, vaccinia) 
debido a las caracteristicas morfologicas diferenciales de ambas 
familias; y, b) estudiar las diarreas virales ya que en muestras 
de materia fecal pueden identificarse facilmente los rotavirus, 
adenovirus, calicivirus, etc. 

1.1.2 Inmunomicroscopia electronica 

El empleo de un inmunosuero con anticuerpos especificos contra 
antigenos superficiales de un virus, por ejemplo, el antigeno de su- 
perficie del virus hepatitis B (HBsAg), permite aglutinar las parti- 
culas virales. Esta tecnica, que combina una reaction inmune con 
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la microscopia electronica se denomina inmunomicroscopia elec- 
tronica. Para realizarla, se incuba la suspension viral con el inmu- 
nosuero, se realiza la tincion negativa y se observan al microscopio 
electronico las partfculas virales agregadas. 

En otros casos, se concentra previamente la muestra sobre la 
grilla utilizando anticuerpos de captura o proteina A; luego se incu- 
ba con un inmunosuero especifico y, por ultimo, se realiza la tincion 
negativa. 

1.1.3 Recuento de partfculas 

Las partfculas virales pueden identificarse con el microscopio elec- 
tronico, aunque no es posible distinguir entre partfculas infecciosas 
y no infecciosas. Para cuantificar el numero de partfculas la tecnica 
mas empleada es mezclar la suspension viral con una concentracion 
conocida de partfculas de latex. Luego, se cuentan con el microsco- 
pio electronico las partfculas virales y las de latex y se determina, 
mediante un simple calculo, el titulo de virus en unidades de parti- 
culas virales por mililitro. 

Otra tecnica consiste en ultra-centrifugar sobre una grilla un 
volumen conocido de la suspension viral y luego contar todas las 
partfculas sedimentadas sobre la grilla. 

7.2 Detecci6n de particulas virales por hemaglutinaciOn 

Algunas familias de virus poseen la capacidad de aglutinar globulos 
rojos de diversas especies animales. Esta propiedad, descubierta 
en 1941 por Hirst, McClelland y Hare para el virus influenza ( Or - 
thomyxoviridae ) es utilizada para cuantificar virus. 

Muchos virus de las familias Orthomyxoviridae y Paramyxoviri- 
dae poseen glicoproteinas en las espiculas de su envoltura ( henuigluti - 
ninas) que pueden aglutinar eritrocitos; los virus de la familia Adeno- 
viridcie aglutinan eritrocitos mediante los constituyentes de su capside. 

Aunque las condiciones en que se produce la hemaglutinacion 
varian para los distintos virus, el fenomeno basico es la union de las 
moleculas de hemaglutinina viral a receptores mucoproteicos presen- 
tes en los globulos rojos (Figura 3.2). Si la concentracion de virus es 
suficiente, se formaran multiples puentes entre ellos y los eritrocitos, 
y los agregados de globulos se depositaran en forma de reticulo, que 
puede visualizarse en el fondo del tubo. El borde de este deposito 
tiene una forma de sierra caracterfstica. En cambio, los eritrocitos 
que no fueron aglutinados se depositaran en forma de boton (Figura 
3.3). Habitualmente, se realizan diluciones al medio de la suspension 
viral, la que se mezcla con cantidad conocida de eritrocitos. El tftulo 
hemaglutinante es la inversa de la ultima dilucion que presenta he- 
maglutinacion completa. 

Los receptores presentes en los globulos rojos y aquellos que 
se encuentran en las celulas del tracto respiratorio, permitiendo la 
adsorcion de los mixovirus y paramixovirus, son mucoproteinas que 
contienen acido N-acetil-neuraminico (NANA). Estos receptores son 
inactivados en fonna especifica por la enzima neuraminidasa que 
cliva el NANA y, por lo tanto, separa los viriones del eritrocito. Este 
fenomeno se denomina elucion y ocurre a 37 °C. Por el contrario, a 
4 °C la enzima no actua y la union del virion a los globulos rojos es 
estable. Los virus eluidos pueden volver a aglutinar otros eritrocitos 
pero los eritrocitos eluidos no pueden volver a ser aglutinados ya que 
su receptor ha sido destruido por la neuraminidasa. Por esta razon, 
esta enzima se llama enzima destructora de receptores. 

En muchos liquidos biologicos (suero, orina, saliva) estan 
presentes mucoproteinas con residuos terminales de NANA que 
pueden unirse a las hemaglutininas virales inhibiendo competiti- 
vamente la hemaglutinacion. Por ello, es importante el tratamiento 
de las muestras de suero antes de la realization de esta tecnica para 
destruir a los inhibidores inespecificos de la union virus-eritrocito. 
El tratamiento se realiza incubando con neuraminidasa o bien con 
peryodato de sodio, que oxida los grupos glicoles del azucar. 

1.2.1 Reaccion de inhibicion de la hemaglutinacion 

Si se hace reaccionar un virus con capacidad hemaglutinante 
con su anticuerpo especifico, este anulara su capacidad de he- 



Figura 3.2. Esquema de hemaglutinacion viral. GR: globulo rojo; 
V: virion de orthomyxovirus; HA: hemaglutinina viral; NA: neurami- 
nidasa. 


maglutinacion por bloqueo de las hemaglutininas presentes en 
la envoltura del virion. Este fenomeno se denomina inhibicion 
de la hemaglutinacion y es utilizado tanto para identificar y ti- 
pificar virus como para determinar la presencia de anticuerpos 
especificos inhibidores de la hemaglutinacion en los sueros de 
los pacientes. 

1.3 Proteinas virales 

Las proteinas presentes en los viriones purificados se denominan 
estructurales, mientras que aquellas que son codificadas por el virus 
y estan presentes solo durante el ciclo de replication, se denominan 
proteinas no estructurales. Ademas, los virus envueltos contienen en 
su envoltura proteinas provenientes de la celula donde replicaron. 
Es importante la caracterizacion de ambos tipos de proteinas, es- 
tructurales y no estructurales, cuando se quieren preparar reactivos 
inmunologicos tales como anticuerpos monoclonales, estudiar algu- 
nas enzimas como posibles blancos antivirales, modificar o adaptar 
una protefna para ser usada en biotecnologfa, etc. 

La caracterizacion de las proteinas virales requiere una previa 
concentracion del virus por alguna tecnica, como la de precipita- 
tion. Asimismo, cuando se quiere aislar y caracterizar una protefna 
estructural, es importante disponer de partfculas virales separadas 
de los componentes celulares, lo que se consigue a traves del uso 
de gradientes de densidad en sacarosa y ultracentrifugacion. Los vi- 
riones pueden romperse con detergente, de manera que sus compo- 
nentes se solubilicen en el medio acuoso. El agregado de nucleasas, 
que digieren el acido nucleico, permite estudiar las proteinas, que se 
analizan mediante electroforesis. La caracterizacion fisicoquimica 
de las proteinas incluye la determination de su peso molecular (por 
electroforesis, filtration por gel o ultracentrifugacion), asi como su 
carga y tamano. 

La difraccion de rayos X de cristales de proteinas da detalle de 
su conformation tridimensional y de la interaction tanto de pepti- 
dos como de hidratos de carbono, si estos ultimos estuvieran pre- 
sentes. 

Por ejemplo, para analizar las proteinas de la capside del virus 
polio los viriones purificados se solubilizan en una solution tam- 
ponada y se separan con dodecilsulfato de sodio. Cada protefna 
migrara en un gel de poliacrilamida de acuerdo a su tamano, pu- 
diendose determinar la masa de cada banda con respecto al total 
de las mismas. Asi, se observa que las cuatro proteinas VP1, VP2, 
VP3, y VP4 estan en cantidades equimoleculares. 

La tecnica de Western Blot se usa para estudiar antfgenos virales 
presentes en suspensiones virales o en celulas infectadas, asf como 
tambien para detectar anticuerpos especificos presentes en el suero 
del paciente. 
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Figura 3.3. Lectura de una reaccion de hemaglutinacion. La lectura es visual y la inversa de la ultima dilution que presenta hemagluti- 
nacion completa corresponde al titulo hemaglutinante. 
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La tecnica se inicia con el fraccionamiento electroforetico de 
las suspensiones de protelnas virales en geles de poliacrilamida; 
las bandas fonnadas en los geles se transfieren a filtros de nitroce- 
lulosa o nylon mediante la aplicacion de una adecuada intensidad 
de corriente electrica o por capilaridad. Dichas bandas conservan 
en el filtro la misma position que tenlan en los geles y se pueden 
observar coloreadas despues de incubar el filtro con anticuerpos 
especlficos dirigidos contra las protelnas virales y luego, con un 
suero anti-inmunoglobulinas de la especie del suero anterior con- 
jugadas con peroxidasa. El Western Blot se usa para tipificar protei- 
nas de numerosos virus. Sus elevadas especificidad y sensibilidad 
han promovido su uso como tecnica confirmatoria de la presencia 
de anticuerpos para HIV en el suero de pacientes con serologla 
positiva determinada por tecnicas de tamizaje (vease el capitulo 9 
Diagnostico virologico). 

El procedimiento se denomina inmunoblot cuando se emplean 
protelnas virales recombinantes o peptidos sinteticos (producidos 
en laboratories de biotecnologia), las que se siembran directamente 
sobre filtros sin necesidad de fraccionamiento electroforetico previo. 
Estas protelnas se pueden utilizar como sustrato para detectar anti- 
cuerpos especificos en el suero de los pacientes. Para ello, se incuba 
el suero con las protelnas ubicadas en los filtros y, luego de un lavado, 
se realiza una segunda incubation con anticuerpos anti-inmunoglobu- 
linas humanas conjugadas con peroxidasa o fosfatasa alcalina. Esta 
tecnica se denomina RIBA (recombinant immunoblotting assay), y 
LIA ( Line immunoassay), segun se empleen protelnas recombinantes 
o peptidos sinteticos, respectivamente. 

Estas tecnicas se usan habitualmente como pruebas suplemen- 
tarias para el diagnostico de hepatitis C. 


1.4 Los ACIDOS NUCLEICOS! TECNICAS DE HIBRIDACION, 
PCR Y SECUENCIAMIENTO NUCLEOTIDICO 


La detection de acidos nucleicos en muestras clinicas puede reali- 
zarse mediante diversas tecnicas, que pueden ser cualitativas, semi- 
cuantitativas o cuantitativas. A su vez, las mismas pueden realizarse 
previa extraction de los acidos nucleicos a partir de un fluido o 
tejido, o bien in situ. Esta ultima altemativa permite identificar las 
celulas que exhiben el acido nucleico en cuestion, lo que es de es- 
pecial relevancia en estudios de patogenesis molecular. 

Asi, las tecnicas de Biologia Molecular aplicadas a los acidos nu- 
cleicos involucran basicamente dos tipos: a) tecnicas de hibridacion 
sin amplification; y b) tecnicas de amplification. 

Entre las primeras deben mencionarse las que se emplean para la 
detection de DNA previo fraccionamiento electroforetico, seguido 
de transferencia a un soporte solido de nitrocelulosa o nylon, e hi- 
bridacion con una sonda marcada (con material radiactivo o no, tales 
como la biotina, la digoxigenina, las sulfonas o la fluoresceina). Esta 
tecnica recibe el nombre de manchas de Southern o Southern blot en 
homenaje a su inventor el Profesor Sir Ewin Southern. 

Cuando el procedimiento se aplica a la detection de RNA en un 
soporte solido, luego del fraccionamiento electroforetico y la trans- 
ferencia respectiva, se denomina -por extension- Northern blot. 


La eventual detection de DNA o RNA puede tambien hacerse 
sin fraccionamiento electroforetico, denominandose segun el tipo 
de imagen obtenida (reflejo de la siembra respectiva de acidos nu- 
cleicos segun el tipo de aparato utilizado) luego de la hibridacion, 
un Dot blot (mancha con aspecto de un punto) o Slot blot (mancha 
con aspecto de una ranura rectangular). 

Las tecnicas mencionadas son de detection cualitativa o -como 
por ejemplo en el caso del Slot blot- pueden tambien ser semi- 
cuantitativas. En este ultimo caso, se puede expresar la presencia 
de acidos nucleicos en ng o pg de DNA o RNA por ml de muestra 
o pg de tejido. 

Las tecnicas de amplification de acidos nucleicos comprenden 
las denominadas tecnicas de amplification de la secuencia bianco 
como la PCR (en ingles Polymerase Chain Reaction ; reaccion en 
cadena de la polimerasa), el NASBA ( nucleic acid sequence based 
amplification', amplification basada en secuencias de acido nucleico) 
u otras menos utilizadas. 

La PCR acoplada previamente a una reaccion de transcription 
inversa se utiliza para detectar RNA. La reaccion de PCR (o la 
de RT-PCR) no solo es altamente especifica, sino que exhibe una 
extraordinaria sensibilidad. Por este descubrimiento de 1983, Kary 
Mullis recibio el premio Nobel de Quimica 10 anos mas tarde. Mas 
recientemente, se han incorporado multiples variantes a dicha re- 
accion que pueden ser aplicadas para incrementar la sensibilidad 
(doble PCR con cebadores intemos, como la PCR anidada o Nested 
PCR). Tambien es factible la cuantificacion genomica mediante la 
utilization de una PCR (o RT-PCR) competitiva con utilization 
de secuencias de DNA templado usadas como controles internos 
previamente cuantificados. 

En los ultimos anos, se ha anadido una nueva tecnologla cono- 
cida con la denomination de PCR en tiempo real, la que es utili- 
zada tanto para la cuantificacion del material genetico como para 
la eventual detection de polimorfismos en posiciones genomicas 
previamente determinadas para su investigation mediante sondas 
complementarias a determinadas secuencias nucleotfdicas. Esta 
tecnica de PCR se denomina en tiempo real, ya que el producto 
sintetizado en cada ciclo es monitoreado mediante registros que son 
capturados con programas informaticos adecuados. 

Los acidos nucleicos, a su vez, pueden ser caracterizados me- 
diante tecnicas especialmente disenadas a tal efecto. Entre ellas me- 
rece mencionarse una tecnica tambien descubierta por Southern, 
la RFLP (en ingles Restriction Fragment Length Polymorphism, o 
polimorfismo de la longitud de los fragmentos de restriction) capaz 
de detectar mediante enzimas de restriction de tipo II secuencias 
genomicas de DNA bianco, lo que se refleja en fragmentos de DNA 
de diferente tamano que migran diferencialmente en una corrida 
electroforetica. Otra tecnica es la SSCP (en ingles Single Strand 
Conformational Polymorphism', polimorfismo conformational de 
cadena unica) para detectar eventuales mutaciones reconocidas por 
la migration diferencial en geles de poliacrilamida no desnaturali- 
zantes, luego de la previa desnaturalizacion del DNA. 

Las tecnicas de secuenciamiento nucleotldico tales como la de 
Sanger o la de Maxam y Gilbert, significaron avances extraordina- 
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Figura 3.4. Procedimientos para aislamiento de virus in vivo e in vitro. 


rios para el conocimiento detallado de los acidos nucleicos. Ambas 
tecnicas contribuyeron en tal grado al avance de todas las ciencias 
biologicas que ameritaron tambien el otorgamiento del Premio Nobel 
de Qulmica de 1980 a Frederick Sanger y a Walter Gilbert (junto a 
Paul Berg por la construction de genomas quimericos). En el caso de 
Sanger, constituyo el segundo reconocimiento otorgado por el Comite 
Nobel a su persona, habiendo recibido anteriormente su primer Nobel 
por la invention de un procedimiento para secuenciar protemas. 

Las aplicaciones del analisis de secuencias de DNApermite la 
identificacion de los virus, sus cepas y fenotipos, en diversos ensa- 
yos como, por ejemplo, la susceptibilidad a drogas antivirales, la 
caracterizacion de aislamientos virales con el fin de determinar sus 
relaciones, la identificacion de cepas virales que han modificado su 
virulencia y la epidemiologfa molecular de los virus. 

En este sucinto historial, se han mencionado algunas de las 
tecnicas que seran abordadas con mayor detalle en el capitulo de 
diagnostico virologico. 

2. Procedimiento de deteccion de infectividad: 

AISLAMIENTO VIRAL 

El aislamiento de un virus es un requisito esencial para su estudio. 
La replicacion y propagation de virus requiere celulas vivas ya sean 
provenientes de animales de experimentacion, huevos embrionados 
o bien de celulas cultivadas in vitro. Luego del aislamiento debe 
realizarse la identificacion. Posteriormente, pueden realizarse la 
cuantificacion y la determination de sus propiedades biologicas, 
bioqulmicas y serologicas (Figura 3.4). 

2. 1 Requerimientos para un laboratorio de cultivos 

El laboratorio que realiza aislamiento de virus debe implementar 
adecuadas barreras de bioseguridad para disminuir el riesgo de in- 
fection en los operadores y en el medio ambiente, asi como para 
evitar la contamination del agente en estudio. Para ello, es impor- 
tante tener en cuenta que los virus se clasifican en niveles de riesgo 
relacionados con su patogenicidad para el ser humano y su disemi- 
nacion en la comunidad. 

Las barreras de proteccion incluyen la del operador con guan- 
tes, barbijos, anteojos y ropas especiales si se trabaja con agentes 
de alto riesgo, asf como la inmunizacion con las vacunas virales 
disponibles. 

Las medidas para no contaminar al agente viral incluyen el tra- 
bajo con buenas practicas microbiologicas y el uso de cabinas de 
seguridad biologica denominadas flujos laminares. Dichas cabinas 
poseen filtros con tamanos de poro adecuados que impiden el pasaje 
de microorganismos y ademas, generan un flujo de aire esteril que 
protege al operador, al medio ambiente y evitan tambien la conta- 
minacion del material en estudio. 


En cuanto a la proteccion del medio ambiente o la comunidad, 
el diseno del laboratorio de Virologfa debe contar con un adecuado 
flujo de aire y el acceso restringido del area, con entrada permitida 
solo al personal entrenado para evaluar el riesgo del material con 
el que se trabaja (vease el capitulo 57 Bioseguridad en la practica 
biomedica y en el laboratorio). 

2.2 Aislamiento de virus 

Las muestras para aislamiento de virus deben tratarse previamente 
con antibioticos, antimicoticos y centrifugation para eliminar la flora 
bacteriana que puede estar presente en muestras tales como secrecio- 
nes respiratorias, orina, muestras mucocutaneas, etc. Este proceso se 
denomina descontaminacion. 

2.2.1 Animales de experimentacion 

La inoculacion de animales es el procedimiento mas antiguo para 
aislar y conservar los virus y puede producir desde una enfermedad 
con lesiones tipicas hasta la muerte. 

Los animales utilizados en el laboratorio son ratones lactantes 
o adultos, cobayos, conejos y, en algunos casos primates. Numero- 
sos virus pueden aislarse en animales. Por ejemplo, los mixovirus 
por instilacion nasal en hurones; los togavirus y los arenavirus por 
inoculacion intracerebral en ratones lactantes, etc. En la actualidad, 
los animales de experimentacion se utilizan cada vez menos en los estudios 
de infectividad debido al alto costo de su mantenimiento, a la complejidad 
de las instalaciones necesarias (bioterios), al riesgo de la manipulation de 
animales infectados, y a la presencia de vims latentes en los mismos. Solo 
se siguen empleando ratones en el aislamiento de vims rabico, flavivims, 
arenavirus y algunos vims Coxsackie. Sin embargo, los animales re- 
sultan indispensables tanto en estudios de investigation referidos 
a patogenia, oncogenicidad e inmunidad a virus, asf como en los 
ensayos de eficacia e inocuidad de las vacunas en desarrollo y en la 
preparation de antisueros para fines diagnosticos. 

2.2.2 Huevos embrionados 

Los virus pueden inocularse en diferentes estructuras de huevos de 
polio o de pato conteniendo embriones de 7-14 dlas. Los mixovims 
se inoculan en cavidad ammiotica, los paramixovirus y mixovims 
en cavidad alandoidea y los herpesvirus y poxvirus en membrana 
corioalantoidea (Figura 3.4). Para la inoculacion, se practica un 
pequeno orificio en la cascara, previa antisepsia, y se inyecta el 
inoculo viral. Luego se tapa el orificio con tela adhesiva y se incu- 
ban los embriones a 37 °C. La replicacion viral puede producir la 
muerte del embrion (herpes, parotiditis, algunos Orthomyxovirus) 
o no inducir lesiones aparentes aunque pueden detectarse antfgenos 
virales (hemaglutininas). Los poxvims y herpesvirus producen, en 
la membrana corioalantoidea, lesiones focalizadas que se denomi- 
nan pustulas (pocks). 
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Los huevos embrionados presentan la ventaja de ser bacterio- 
logicamente esteriles, de poseer escasos virus latentes, de carecer 
de respuesta inmune y de ser de facil manipulation. Actualmente, 
su uso esta restringido a la production de vacunas para influenza y 
para el aislamiento de orthomyxovirus o poxvirus. 

2.2.3 Cultivos de celulas 

Durante la primera mitad del siglo XX comenzo el desarrollo de 
los cultivos de celulas in vitro pero su uso se simplified a me- 
diados de ese siglo con el descubrimiento de los antibioticos, la 
tripsina y el avance debido a Eagle de los medios definidos de 
cultivo. En 1949, Enders logro cultivar el virus polio en celulas 
no nerviosas y, a partir de ese momenta, los cultivos celulares 
constituyeron el sustrato de election para la replication de la ma- 
yoria de los virus. 

En los cultivos celulares las celulas se mantienen viables en bo- 
tellas o tubos de vidrio o plastico en condiciones de esterilidad, con 
medios nutritivos enriquecidos con sueros, vitaminas y antibioticos, 
generalmente a 37 °C en estufas de cultivo. Los medios de cultivo, 
que aportan nutrientes a dichas celulas, deben renovarse 16 2 veces 
por semana. 

Existen dos tipos basicos de cultivos celulares: los cultivos pri- 
maries y las lineas celulares. Cultivo primario es el primer cultivo 
in vitro de celulas obtenidas directamente de un organismo, mien- 
tras que la linea celular se obtiene a partir de muchos subcultivos 
del cultivo primario. (Figura 3.5 - Tabla 3.2). 
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Cultivos primarios 

Los cultivos primarios se obtienen por tratamiento con tripsina 
de pequenos trozos de tejidos del hombre o animales. Las celulas 
disgregadas se lavan, se cuentan en camaras cuentaglobulos (tipo 
Neubauer) y se siembran en tubos, botellas o policubetas de vidrio 
o de plastico, en estrictas condiciones de esterilidad. Se anade un 
medio nutritivo con antibioticos y antimicoticos y las celulas se 
incuban en estufa a 37 °C. Luego de pocas horas, las celulas se ad- 
hieren a la superficie del recipiente y posteriormente, en la mayorla 
de los casos, se dividen. Con el paso del tiempo se cubre toda la 
superficie del envase formandose una monocapa, con aspecto de 
celulas epiteliales o fibroblasticas. En ese momenta se inhibe el 
crecimiento, fenomeno que se denomina inhibition por contacto. 
Los cultivos primarios poseen un numero normal de cromosomas. 

El mayor inconveniente de los cultivos primarios es que al 
cabo de algunos pocos pasajes (cultivos secundarios) las celulas 
mueren y es necesario obtener un nuevo cultivo primario a partir 
del tejido original, lo que implica un alto costo. 

Los cultivos primarios mas utilizados son: fibroblastos de rinon 
de primates, celulas embrionarias de distinto origen y fibroblastos 
de prepucio humano. Estos cultivos poseen un amplio espectro de 
sensibilidad a los virus por lo que son sumamente utiles en el diag- 
nostic virologico. 


Lineas celulares continuas 

Los cultivos primarios proliferan en fonna exponencial por un nu- 
mero bajo de subcultivos, luego entran en una condition estaciona- 
ria y ftnalmente mueren. En algunos casos, luego de varios pasajes 
puede ocurrir una transformation y pueden aparecer variantes ce- 
lulares que dan origen a las llamadas lineas celulares continuas. 
Estas lineas son de crecimiento ilimitado in vitro, es decir, pueden 
replicarse en el laboratorio un numero ilimitado de veces, por ello 
se las denomina lineas inmortales. Su numero de cromosomas es 
variable (aneuploidia), esto significa que pueden tener un numero 
mayor o menor de cromosomas que el numero normal de la especie 
que los origino. Por lo tanto, se considera que las lineas celulares 
continuas son sistemas celulares nuevos. 

Existen numerosas lineas celulares continuas tanto de origen 
normal como neoplasico. Dentro de las primeras estan las celulas 
Vero, provenientes de rinon de mono verde africano, las MDCK de 
rinon de perro, las BHK de rinon de hamster o las RK-13 de rinon 
de conejo. Dentro de las de origen neoplasico las mas conocidas 




Figura 3.5. Cultivos celulares normales e infectados. A: fibroblastos 
de prepucio humanos sin infectar; B: idem, infectados con citomegalo- 
virus. Se observa ACP focal. C: celulas de rinon de mono infectadas 
con paramixovirus. Se observa un sincicio con 12 nucleos (100 x). 


son las celulas HeLa, derivadas de un carcinoma de cervix, o las 
HEp-2 de carcinoma de laringe. Si bien la sensibilidad de las lineas 
celulares continuas a los diferentes virus es limitada, son de bajo 
costo y se utilizan habitualmente para aislamiento de virus sincicial 
respiratorio, herpesvirus, rubeola, poliovirus, Coxsackie, adenovi- 
rus, etc. (Tabla 3.2). 

Lineas celulares diploides 

A partir de los cultivos primarios es posible obtener subcultivos al tratar 
las celulas presentes en la monocapa con una enzima proteolltica (trip- 
sina) y sembrar en recipientes nuevos con medio fresco. Asi, es posible 
seleccionar a partir de los cultivos primarios, celulas que conserven una 
morfologia intacta, un numero nonnal de cromosomas (diploide) y su 
capacidad de crecimiento durante un numero limitado de subcultivos. 
Elabitualmente, las lineas celulares pueden duplicarse un numero limi- 
tado de veces (50-80) sin perder sus caracteres normales. 
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Tipo de cultivo 

Susceptibilidad a 

Primario 

Rinon de mono 

Influenza, parainfluenza, enterovirus 

Rinon de conejo 

Herpes simplex 

Rinon de embrion 
humano 

Adenovirus, enterovirus 

Diploide 

Fibroblastos 

Citomegalovirus, herpes simplex, 
varicela-zoster, rhinovirus, adenovirus, 
virus sincicial respiratorio, algunos 
enterovirus 

Continuo 

HEp-2 

virus sincicial respiratorio, adenovirus, 
herpes simplex, algunos parainfluenza y 
enterovirus, adenovirus, virus sincicial 
respiratorio 

A549 

adenovirus 

MDCK 

enterovirus 

LLC-MK2 

influenza 

Rhabdomiosarcoma 

parainfluenza 

(RB) 

echovirus 


Tabla 3.2. Cultivos celulares utilizados para aislamiento de virus. 


Estas Ifneas diploides tienen una elevada sensibilidad a muchos 
virus y son aptas para la produccion de vacunas de uso humano. 
Las lineas diploides mas usadas son las MRC-5 (de rinon de mono 
rhessus) o las WI-38 (Wistar Institute) de origen humano. Ambas 
lmeas se utilizan para el aislamiento de adenovirus, citomegalovi- 
rus, varicela-zoster, rinovirus, etc., as! como tambien como sustrato 
para la replicacion de muchas cepas vacunales. 

Cultivo de organos 

Para el aislamiento de ciertos virus (coronavirus o rotavirus) se 
pueden utilizar cultivos de organos. Estos consisten en cortes de 
tejidos embrionarios que mantienen su estructura y funcion duran- 
te un cierto tiempo, mantenidos con medios especiales adecuados. 

2.2.4 Deteccion de los virus en cultivos celulares 

El desarrollo de la replicacion viral, es decir, la amplification del 
virus inoculado en el cultivo puede identificarse por diferentes pro- 
cedimientos que tienden a detectar las modificaciones producidas 
en el cultivo por efecto de la replicacion viral. 

Action citopatogenica 

Muchos virus replican con produccion de accion citopatogenica 
(ACP), tambien denominada efecto citopatico. Esto consiste en 
alteraciones de las monocapas celulares que pueden observarse di- 
rectamente al microscopio optico invertido, sin necesidad de colora- 
tion alguna. Existen diversos tipos de ACP que son caracterfsticas. 
Por ejemplo, los poliovirus y los herpes producen una ACP que se 
manifiesta a los pocos dias y consiste en redondeamiento de las ce- 
lulas, desprendimiento de la monocapa de la superficie en que crece 
y liberation de las celulas alteradas al medio de cultivo. Esta accion 
suele observarse en forma generalizada a toda la monocapa celular. 

Por el contrario, otros virus, como el citomegalovirus, tienen 
una ACP lenta, que se manifiesta luego de dias o semanas pos- 
inoculacion, y comienza en forma de focos bien delimitados de 
celulas redondeadas (Figura 3.5 B). Otros virus producen inclu- 
siones caracterfsticas localizadas en el nucleo o en el citoplasma 
de las celulas, las que pueden ser visualizadas mediante tinciones 
histologicas o por tecnicas inmunohistoqufmicas. 

Aquellos vims que tienen en su envoltura protefnas de fusion son 
capaces de inducir la fusion de celulas vecinas formando sincicios 
(celulas gigantes multinucleadas), caracterfsticas del vims sincicial 
respiratorio (Figura 3.5 C), sarampion y algunas cepas de herpesvirus. 


Algunos virus, si bien son capaces de replicar en cultivos, no 
producen accion citopatogenica visible directamente al microsco- 
pio optico; sin embargo, como producto de la replicacion viral se 
liberan al medio de cultivo o estan presentes en las celulas infec- 
tadas, protefnas de origen viral que pueden ser demostradas por 
diversos procedimientos. Por ejemplo, las hemaglutininas pueden 
detectarse por reacciones de hemaglutinacion y otros antfgenos 
pueden ponerse en evidencia por reacciones de fijacion de com- 
plemento, inmunomarcaciones, etc. 

Los virus que poseen hemaglutininas expresan estos antigenos 
en la membrana celular de las celulas que infectan. Esto puede de- 
mostrarse por reacciones de hemadsorcion, es decir, fijacion de 
globulos rojos en las celulas infectadas. Esta reaction se utiliza para 
identification de vims respiratorios. 

En algunos virus, la replicacion ocurre sin produccion de ACP 
pero -sin embargo- esta replicacion es capaz de inhibir la replica- 
tion de un segundo vims que se inocule en el mismo cultivo. Este 
mecanismo se denomina interferencia viral, y se debe a la inhibi- 
tion de algun paso temprano en el ciclo de replicacion del segundo 
virus debido a la replicacion del primero en las mismas celulas. 
Este fenomeno se evalua principalmente con fines de investigation 
basica y file empleado para diagnostico del virus rubeola. 

Finalmente, tambien suelen emplearse tecnicas que detectan 
antfgenos virales y en los ultimos anos se han desarrollado tecnicas 
que permiten detectar los genomas virales en las celulas infectadas. 

Detection de antigenos virales 

La deteccion de antfgenos virales se realiza mediante una reaction 
antfgeno-anticuerpo, que puede ser puesta en evidencia mediante 
marcadores tales como fluorocromos, enzimas o radioisotopos. Es- 
tas tecnicas son de aplicacion amplia y fundamental en Virologfa 
para la identification, clasificacion y cuantificacion de los agentes 
virales, con fines de investigation, diagnostico y estudios epide- 
miologicos. 

Inmunofluorescencia (IF) (Figura 3.6). Esta tecnica utiliza 
anticuerpos especfficos marcados con fluorocromos como iso- 
tiocianato de fluoresceina, rodamina, rojo Texas u otros. La re- 
action antfgeno-anticuerpo se visualiza usando un microscopio 
con luz UV. Es altamente especifica y rapida. 

En la tecnica directa, las celulas o tejidos son tratados con 
una inmunoglobulina especifica, de alto titulo, conjugada con el 
fluorocromo. La tecnica indirecta, en cambio, utiliza anticuerpos 
especificos no marcados y luego de lavados estos, se incuban 
las muestras con anticuerpos conjugados con fluorocromos y 
dirigidos contra la especie animal en la que se prepare el anti- 
suero viral. La tecnica indirecta es generalmente mas sensible 
que la directa pues los anticuerpos especificos adheridos a los 
antfgenos virales pueden incrementar el numero de uniones a los 
anticuerpos marcados. Asimismo, requiere solo anticuerpos mar- 
cados contra la especie animal y no para cada muestra de virus 
individual. Sin embargo, se necesitan mas controles y pasos en 
esta reaction. 

Los resultados positivos por IF son aquellos que demuestran 
una tincion especifica de la celula infectada, documentando la pre- 
sencia de antigenos en distintas localizaciones celulares (nucleo, 
citoplasma o membrana). La IF es ampliamente utilizada en el 
diagnostico virologico tanto para la deteccion rapida de antigenos 
virales en muestras clfnicas como para diagnostico serologico. 
(Vease el capitulo 9 Diagnostico virologico). 

Inmunoensayos enzimaticos. Las tecnicas para detectar antfgenos 
virales por inmunoensayos enzimaticos, tambien denominados 
ELISA (del ingles enzyme linked immuno sorbent assay ) son simi- 
lares a las tinciones de inmunofluorescencia. La diferencia es que, 
en este caso, la marcacion de los anticuerpos se realiza con enzimas 
en lugar de fluorocromos. Las enzimas marcadoras mas utilizadas 
son la peroxidasa y la fosfatasa alcalina. Los anticuerpos marcados 
unidos al antigeno (tecnica directa) o a los complejos antigeno- 
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Figura 3.6. Inmunofluorescencia directa para deteccion de anti- 
genos virales en cultivo. Celulas de rinon de mono infectadas con 
virus Junin, a las 72 horas posinfeccion, tenidas con un anticuerpo 
monoclonal marcado con isotiocianato de fluoresceina (400 x). 
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anticuerpo (tecnica indirecta) son detectados por el agregado de 
un sustrato. Este sustrato reacciona con la enzima para producir un 
producto insoluble, detectable por examen microscopico, o soluble 
coloreado, fluorescente o luminiscente. Los ELISAs podrian ser 
mas sensibles que la IF ya que la marca enzimatica puede tener 
una action continua sobre el sustrato y asf producir una cantidad 
creciente del producto de reaccion, amplificando la reaccion inicial. 

La tecnica de inmunoperoxidasa (IP) utiliza la enzima pe- 
roxidasa como marcador, un sustrato que contiene peroxido de hi- 
drogeno y un reactivo, que al ser oxidado, produce un precipitado 
coloreado insoluble en el lugar de la actividad enzimatica que se 
corresponde con la localization del antlgeno viral. La IP puede rea- 
lizarse en forma directa o indirecta, al igual que la IF. Las ventajas 
de la IP frente a la IF son que utiliza un microscopio de luz comun 
y los preparados permanecen inalterados por varios anos. Sus des- 
ventajas son el mayor numero de pasos, el potencial cancerigeno 
de algunos sustratos y la necesidad de inactivar previamente la pe- 
roxidasa endogena presente en ciertas muestras. 


Neutralization 

Esta prueba se basa en la capacidad que tienen los anticuerpos de 
disminuir o anular la infectividad viral. Es la tecnica clasica mas 
especifica para la identification de virus y es la elegida como gold 
standard para evaluar a otras tecnicas. En esta reaccion intervie- 
nen solo los antigenos de superficie del virion que son los que han 
sufrido las mayores presiones de selection durante la evolution y 
que son especificos para cada virus dentro de un genero o familia. 
La tecnica se realiza incubando el virus, a la temperatura y tiempo 
adecuados, con un suero de referenda que contiene anticuerpos 
especificos. Luego, se mide la infectividad residual en un cultivo 
celular sensible. Su diminution indica la presencia de homologfa 
entre el par virus-anticuerpo enfrentados. 

Existen dos formas de realizar la reaccion: 

• Virus constante-suero variable. Se utiliza una cantidad fija de 
virus haciendola reaccionar con diluciones en base 2 del suero 
inmune. El tftulo del suero es la inversa de la dilution que pro- 
duce una reduction del 50-80% de la infectividad empleada 
en el ensayo. 

• Virus variable-suero constante. Se realizan dos series de dilucio- 
nes en base 10 de la preparation viral, una de ellas se hace reac- 
cionar con una concentration fija de inmunosuero y la otra con 
suero normal. Se puede asf calcular el fndice de neutralization 
como el logaritmo del cociente entre el tftulo de la serie incubada 
con suero normal y el de la enfrentada al inmunosuero. 

Esta tecnica tiene varias aplicaciones: a) cuando se usa un an- 
tisuero especifico, se pueden identificar virus desnococidos; b) se 


pueden detectar anticuerpos especificos en un suero problema al 
enfrentarlo con virus conocidos; y c) los ensayos de neutraliza- 
tion cruzada entre dos virus y sus antisueros pueden usarse para 
comparer antigenicamente dichos virus ya que este ensayo es mas 
especifico que otras tecnicas serologicas. 

Inhibition de la hemaglutinacion 

Si se hace reaccionar un virus con capacidad de hemaglutina- 
cion con su anticuerpo especifico, este anulara su capacidad de 
hemaglutinacion por bloqueo de las hemaglutininas presentes 
en la envoltura del virion. Este fenomeno se llama inhibition de 
la hemaglutinacion y es utilizado con frecuencia para identificar 
virus y en estudios serologicos para determinar la presencia de 
anticuerpos inhibidores de la hemaglutinacion. (Vease el capi- 
tulo 14 Orthomyxovirus ) 

Fijacion de complemento 

Esta tecnica se basa en la capture de complemento (C) realizada 
por los complejos inmunes. Si se trabaja con el sistema en estudio 
de antlgeno y suero de referenda y luego se agrega un segundo 
sistema formado por eritrocitos de camera y anticuerpos dirigidos 
hacia esos eritrocitos (sistema revelador), se establecera una com- 
petencia por el C. Si la cantidad de C utilizada por el primer sistema 
es pequena o nula, quedara C libre que sera tornado por el sistema 
revelador, produciendose la hemolisis de los eritrocitos. Si por el 
contrario, el primer sistema consume el C y no deja C libre para ser 
capturado por el sistema revelador, no habra hemolisis y la reaccion 
sera positiva. Una reaccion negativa (hemolisis) significa que no 
hay afinidad entre el antlgeno y el suero ensayado. 

Esta tecnica detecta antigenos virales solubles, obteniendose 
generalmente reacciones cruzadas dentro de las familias, generos 
o serotipos que comparten antigenos. Fue una de las primeras 
tecnicas disponibles para la deteccion de anticuerpos antivirales, 
aunque en la actualidad ha sido reemplazada por otras (vease el 
capftulo 9 Diagnostico virologico). Los sueros deben tratarse 
previamente con calor (30 minutos a 56 °C) para eliminar el C 
endogeno. 

2.2.5 Medicion de la actividad biologica: titulacion 

La infectividad se mide determinando la cantidad de inoculo ne- 
cesario para obtener una respuesta especifica en un determinado 
hospedador. La determination cuantitativa de la infectividad de una 
preparation viral se denomina titulacion. Por lo tanto, un tftulo 
es el numero de unidades infecciosas presentes en el inoculo por 
unidad de volumen. 

Se denomina unidad infecciosa a la minima cantidad de 
material que es necesario inocular a un hospedador para obtener 
una respuesta determinada. Esta respuesta puede ser localizada 
o generalizada. Segun el tipo de respuesta, los procedimientos 
para cuantificar un virus se clasifican en 3 grupos: a) titulacion 
de punto final; b) enumerativos; y c) de gradation, siendo los dos 
primeros los que usualmente se utilizan. 

Cuantificacion viral por la tecnica de cuantificacion 
de unidades fonnadoras de placas (UFP) 

La tecnica de recuento de placas pennite cuantificar la cantidad de 
viriones presentes en un inoculo. Es un procedimiento enumerativo 
que se utiliza en investigation. Se basa en el recuento de lesiones 
localizadas, por ejemplo, placas de lisis en monocapas de celulas, 
focos en membrana corioalantoidea de embrion de polio, focos de 
proliferation en cultivos celulares (en el caso de virus tumorales). 

Es un procedimiento de fundamental importancia si se dispone 
del sustrato celular adecuado, y es de facil realization, reproducible 
y exacto. 

Un virus que se inocula en un cultivo de celulas susceptibles 
se disemina habitualmente a todas las celulas a traves del medio de 
cultivo. Por lo tanto, no es facil cuantificar la cantidad de virus pre- 
sente en el inoculo, a menos que se efectuen diluciones del mismo 
y que se utilice un medio semisolido. 
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Para realizar el plaqueo, los cultivos celulares (en botellas o 
policubetas) se infectan con diluciones de virus. Luego de una hora 
de adsorcion a 37 °C, se cubre la monocapa celular con un medio 
de cultivo semisolido que contiene agar, agarosa o metilcelulosa 
y se precede a la incubacion de las celulas a 37 °C durante varios 
dfas. La cobertura de la monocapa con un medio semisolido impide 
la diseminacion del virus a traves del medio de cultivo y hace que 
los nuevos viriones formados deban infectar las celulas vecinas. Es 
decir, se produce una diseminacion de celula a celula. Cada virion 
se replica y produce un foco o cion de celulas infectadas. Luego 
de varios dfas de incubacion, se tine la monocapa infectada con un 
colorante vital como el rojo neutro. Solamente se teniran las celulas 
vivas, mientras que las infectadas quedaran sin tenir y formaran una 
placa visible a la observation directa (Figura 3.7). 

La infectividad se puede expresar en unidades formadoras de 
placas (UFP) por ml. El tltulo se calcula directamente a partir de 
la dilucion de la muestra (d), el numero de placas contado (n) y el 
vo lumen de inoculo (v). 

Tltulo (UFP/ ml ) = n / v x d 

Esta tecnica se emplea en investigation para determinar la 
cantidad de virus presente en las muestras analizadas con alta pre- 
cision. Otra aplicacion importante es la selection de mutantes de 
virus (clones de vims), asi como la busqueda y produccion de cepas 
atenuadas para uso en vacunacion. 

Cuantificacion mediante la tecnica de punto final 
Algunos virus no producen placas en medio semisolido como el 
descrito mas arriba y por ello, la titulacion por UFP no puede utili- 
zarse para cuantificar su presencia. En estos casos, deben emplearse 
las tecnicas de punto final. 

Para esta prueba, se realizan diluciones seriadas del virus (en 
general en base 10), las que se inoculan en numeros iguales de 
unidades de pruebas (tubos con celulas susceptibles o animales 
de experimentation). Luego de la incubacion, se registra cuida- 
dosamente a lo largo de varios dfas o semanas, la aparicion de 
ACP en los cultivos o de enfermedad y/o muerte en los animales. 
Las unidades de prueba desarrollaran signos de infeccion en las 
diluciones mas bajas del virus y no en las mas altas. En las dilu- 
ciones intermedias, solamente una parte de ellas mostrara signos 
de infeccion. Por razones matematicas, es necesario emplear los 
datos obtenidos en las distintas diluciones para poder calcular 
la dilucion limite en que el 50% de las unidades de prueba estan 
infectadas. Para este calculo existen diversas formulas, siendo la 


mas utilizada la de Reed y Miiench (1938). Este metodo se basa 
en la propuesta de que si una unidad de prueba dio un resultado 
positivo en una dosis alta de virus, tambien dara positivo en 
dosis mayores, es decir, en diluciones mas bajas del inoculo. 
Coincidentemente, la unidad de prueba que dio resultado ne- 
gativo con cierta dosis, dara negativo con dosis mas bajas. La 
estimation de las dosis infectivas de cultivo 50 (DICT J0 ) se 
basa en las frecuencias acumulativas de las respuestas positivas 
y negativas. 

El metodo de Reed y Miiench toma en cuenta los resultados 
obtenidos en varias diluciones del inoculo. La dilucion que infecta 
el 50% de las unidades de prueba se denomina Dosis infectante 
de cultivo S0 (DICT S0 ) si se trata de cultivos, o bien Dosis Letal 50 
(DL 50 ) si se trata de animales. 

Analicemos el siguiente ejemplo donde se infectaron tubos 
conteniendo monocapas de celulas en cultivo con 0.1 ml de cada 
dilucion decimal de virus (10' 3 ,10' 4 ,10' 5 ,10' 6 ). Luego de varios dias 
de incubacion a 37° C, se observo y registro la aparicion de ACP 
(Tab la 3.3). 

En este ejemplo, la distancia entre 2 diluciones donde se en- 
cuentra la DICT 50 (diluciones 10' 4 y 10‘ 5 ) se calcula mediante la 
siguiente formula: 

Logaritmo de la DICT 50 = logaritmo dilucion mas concentrada - 
distancia relativa del logaritmo de la dilucion al punto 50% x loga- 
ritmo del factor de dilucion 

La distancia relativa del logaritmo de la dilucion al punto 50% 
se calcula por la siguiente formula: 

Infectividad mayor de 50% - 50% 83 - 50 

= = 0,7 

Infectividad mayor de 50% - 83-40 

infectividad debajo de 50% 


Por lo tanto: el logaritmo de la DICT 50 = - 4 - 0,7 = - 4,7 

En consecuencia, una suspension viral diluida 10 4 - 7 contenida en 
0,1 ml (volumen del inoculo), representa 1 DICT 5(1 . Esto significa 
que en esa dilucion la mitad de los cultivos se infectaron con el 
virus. 

En este metodo el tltulo corresponde al numero de DICT 50 en el 
volumen del inoculo. 

En consecuencia: 


, Virus 
/ 

/ 



1) Infeccion de monocapa celular 





2) Cubrir con agarosa y nutrientes 


V 




& 0 <>0 .00 
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3) Replicacion en celulas adyacentes 


4) Tincion con colorante vital (rojo neutro) 



5) Recuento de las placas obtenidas. El recuento es visual. 

En este celdilla se aprecian 12 placas. Las celulas no infectadas 
toman el colorante vital. 


Figura 3.7. Esquema de los pasos para la produccion de placas 

bajo un medio semisolido (agarosa). 


Tltulo = 1 0 4 - 7 / 0,1 DICT 50 = 2,5 x 10 5 DICT 50 /ml 

Esta tecnica es mas laboriosa que el recuento de placas bajo agar y 
requiere de un operador adiestrado para observar la ACP, pero es suma- 
mente util cuando se trabaja con muchas muestras. 

Comparacion entre las diferentes pruebas: las pruebas de in- 
fectividad son en general mas sensibles que los procedimientos 
fisicoquimicos de estudio de los virus. La precision de las pruebas 
depende del numero de unidades de prueba empleados. Si se com- 
paran recuento de placas y tecnica de dilucion lfmite para obtener 
la misma precision seria necesario emplear, en caso de contar 50 
placas por cavidad, 50 unidades de prueba. Esto ultimo es complejo 
y costoso; por ello, la sensibilidad de la tecnica de dilucion limite 
es menor, ya que se usan habitualmente 4 6 5 unidades de prueba 
por cada dilucion. 

En general, el tltulo obtenido por tecnicas de infectividad es 
inferior al numero de partfculas virales, detectadas por plaqueo. Por 
ejemplo, una suspension titulada por la tecnica de unidades forma- 
doras de placas tiene 10 9 UFP y la titulacion por dilucion limite en 
cultivo indica solo 10 s DICT 50 . 

Se denomina eficiencia de infeccion a la relation entre el 
tltulo de infectividad sobre el numero total de partfculas. Esta 
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Dilution 
de virus 

N- de cultivos con ACP/N 2 de 
cultivos inoculados 

N Q acumulativo de 
cultivos infectados 

N s acumulativo de 
cultivos no infectados 

Infectividad 

cociente 

% 

10-3 

4/4 

9 

0 

9/9 

100 

10-4 

3/4 

5 

1 

5/6 

83 

10-5 

2/4 

2 

3 

2/5 

40 

10-6 

0/4 

0 

7 

0/7 

0 


Tabla 3.3. Metodo de Reed y Muench para la titulacion viral. 


relation varia ampliamente dependiendo del vims y del hospe- 
dero. Habitualmente, es menor de 1 y esto se debe a la presen- 
cia de partfculas no infectivas con defectos en sus protefnas o 
acidos nucleicos incorrectos, generados durante la replication en 
un determinado hospedero, o bien por inactivation producida por 
agentes ffsicos o quimicos. 

La titulacion de los vims es una tecnica de rutina en un labora- 
tory de investigation. La cuantificacion de un vims es la base en 


la determination de las curvas de un solo ciclo, en el estudio de la 
neutralization de la infectividad viral, en el ensayo de la actividad 
de agentes antivirales, en el monitoreo de los pasos de una purifica- 
tion viral y en los estudios de patogenicidad. 

Por el contrario, en los laboratorios de diagnostico, solo es ne- 
cesario conocer el tftulo de material infectivo presente en una mues- 
tra en algunas oportunidades, como es el caso de realizar alguna tec- 
nica serologica especial o para estudio de resistencia a antivirales. 
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Genetica viral 

Victor Romanowski 


La genetica es la ciencia de la transmision de los caracteres he- 
reditarios y su variacion. No debe dejar de tenerse en cuenta que 
fueron los sistemas virus-celula los que permitieron, en la segunda 
mitad del siglo pasado, extraordinarios avances en el conocimien- 
to de los mecanismos moleculares basicos comprometidos en la 
transmision y expresion de la informacion genetica. 

El proposito de este capitulo es introducir los conceptos ge- 
nerates involucrados en la genetica de los virus, es decir, en la 
replicacion y transmision de la informacion genetica a la progenie 
y su variacion. Los mecanismos de replicacion de los distintos ti- 
pos de genomas se describen en el Capitulo 2. Por lo tanto, aqui se 
enfocaran aspectos relacionados con la variacion de los genomas 
virales y sus consecuencias. 

1. Introduction a la terminoloci'a 

Para comenzar, necesitaremos familiarizarnos con algunos termi- 
nos utilizados en forma arbitraria en la descripcion de diferencias 
entre virus. 

Si bien no existen dudas sobre el significado de genotipo (in- 
formacion genetica definida por las secuencias de acido nucleico, 
que comprende tanto las regiones que se expresan en forma de 
RNA y proteinas, como las regiones regulatorias) y fenotipo (ca- 
racteristicas observables producto de la expresion del genotipo), el 
uso habitual de algunos otros terminos no es tan claro y requiere 
algunas consideraciones. 

Asi, los terminos cepa, tipo, variante y mutante se usan 
extensa e indiscriminadamente para denominar a virus que di- 
fieren de alguna manera heredable de un virus parental o wild 
type (silvestre). Los genetistas moleculares le asignan el nombre 
de wild type ( wt ) a un virus, generalmente cultivado en el la- 
boratorio, del que se obtuvieron mutantes que se comparan al 
wt como referencia. En este contexto, debe diferenciarse entre 
los virus wt de laboratorio y los virus recientemente aislados de 
su hospedero natural, que se denominan aislamientos de campo 
(field isolates). 

En funcion de su uso habitual, se pueden asociar significados 
particulares a los otros terminos mencionados mas arriba. Asi, 
cepa es utilizado para designar distintos wt y mutantes caracteri- 
zados del mismo virus; tipo se convirtio en sinonimo de serotipo 
definido por neutralizacion cruzada de la infectividad (un mismo 
serotipo incluye varias cepas) y variante se utiliza para indicar 
que un virus es genotipicamente diferente del wt. 

Estas diferencias terminologicas no resultan esenciales 
cuando se conoce la secuencia nucleotidica del genoma en 
cuestion (aun cuando en rnuchos casos no resulte claro que 
cambios nucleotidicos tienen un determinado efecto a nivel del 
fenotipo). Generalmente, el porcentaje de diferencias entre las 
secuencias nucleotidicas de dos virus determina si pertenecen 
a un mismo genero (diferencias de hasta 35%), a una misma es- 
pecie (diferencias no mayores al 20%, por ejemplo), a un mismo 
tipo o serotipo (diferencias no mayores a 10%, por ejemplo). 
Las diferencias consideradas suficientes para ubicar a dos vi- 
rus en dos especies diferentes o para definir que se trata de 
dos cepas distintas dentro de la misma especie dependen de la 
familia de virus de que se trate (ver la pagina web del Comite 
Internacional de Taxonomia de Virus o ICTV: http://www.ncbi. 
nlm.nih.gov/ICTVdb/Ictv). 


2. Bases moleculares de los cambios en los genomas 

Los virus se reproducen con ayuda de las celulas a las que infec- 
tan para generar nuevas copias de si mismos (progenie). En este 
proceso es esencial que la progenie de particulas virales reciba 
una copia fiel del acido nucleico paterno (ip materno?; en realidad, 
como los virus no tienen sexo no nos vamos a detener a discutir la 
conveniencia de estos terminos). 

Los procesos de replicacion de los acidos nucleicos son bas- 
tante elaborados y la copia de la secuencia nucleotidica es ex- 
traordinariamente fiel (como una secretaria meticulosa que copia 
un documento muy importante), aunque, de vez en cuando, se 
pueda deslizar algun error (la copia mecanografiada no es tan 
fiel como una fotocopia). En la replicacion de la informacion 
en forma de DNA existen mecanismos de correccion de errores 
(proofreading', imaginar a una secretaria que mira la pantalla de 
su procesador de texto mientras escribe y, al detectar un error, 
vuelve inmediatamente atras -presiona la tecla backspace- y 
sustituye la letra mal tipeada por la correcta). Si esto fuera es- 
trictamente lo unico que ocurre no habria variacion genetica ni 
evolucion. 

En terminos generates, las variaciones de los genomas ocurren 
por dos mecanismos que cambian la secuencia de los acidos nu- 
cleicos, de manera que, al menos, algunos miembros de la progenie 
no resultan identicos a su(s) progenitor(es): mutacion y recombina- 
cion. En el caso de virus en los que el genoma se encuentra reparti- 
do en varias moleculas de DNA o RNA (genomas segmentados) la 
variacion tambien puede ocurrir por reordenamiento de los juegos 
de moleculas (reasociacion o reassortment ). 

2.1 MUT ACIONES 

Las mutaciones son cambios en la secuencia nucleotidica. Com- 
prenden cambios de un nucleotido por otro (transiciones: una pu- 
rina por otra purina o una pirimidina por otra; transversiones: una 
pirimidina por una purina y viceversa), inserciones de uno o mas 
nucleotidos y deleciones (eliminacion de uno o mas nucleotidos de 
la secuencia original). 

2.1.1. Mutaciones espontaneas 

En este capitulo no nos referiremos a los distintos agentes muta- 
genicos de tipo quimico o fisico que aumentan la frecuencia de 
mutacion de acuerdo a la concentracion o dosis en que se admi- 
nistren; algunos actuan sobre el material genetico (por ejemplo, 
agentes metilantes) en forma directa y otros requieren que se este 
replicando para producir su efecto (por ejemplo, analogos de ba- 
ses). 

Algunos virus generan una gran proporcion de mutantes por 
pasaje en ausencia de mutagenos. Las mutaciones espontaneas se 
acumulan en los genomas de los virus produciendo alteraciones 
en el fenotipo, que esta sujeto a la presion de seleccion durante la 
evolucion de ese virus. 

Las mutaciones espontaneas se deben a errores producidos du- 
rante la replicacion. La frecuencia de mutacion en virus con geno- 
mas a DNA es muy baja, de 10‘ 8 a 10' 11 por nucleotido incorporado 
(o sea, un nucleotido de cada 100 a 100 000 millones de nucleoti- 
dos polimerizados en una secuencia ordenada de acuerdo al molde 
paterno de DNA). Esto quiere decir que podriamos encontrar, en 
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Figura 4.1. Dogma central de la biologia molecular. Se esquematiza la replicacion y expresion del genoma de las celulas y de los 
diferentes tipos de genomas de virus (indicados en los recuadros de la derecha). Los indicados por las flechas curvas en color gris y 
negro son procesos no incluidos en el dogma central original y se observan en sistemas virales con genomas a RNA y en los eventos de 
transposition de retroelementos del genoma celular (retrotransposones, retroposones, LINEs, SINEs, etc.). 


promedio, a lo sumo, un nucleotido cambiado por mutation espon- 
tanea en el genoma de una sola de cada 10 000 partlculas virales 
provenientes de una placa generada por la replication de un virus 
con un genoma a DNA de 10 000 pares de bases. 

Esto se debe a que las DNA polimerasas poseen una actividad 
enzimatica que les permite corregir errores durante la replicacion 
(Tabla 4.1). Las DNA polimerasas incorporan residuos de nucleo- 
sido monofosfato (dNMP) a partir de nucleosidos trifosfato com- 
plementarios (dNTPs) a las bases de la hebra molde de DNA. De 
tal manera, la hebra que es sintetizada crece en el sentido 5’-3\ Si, 
por error, el nucleotido incorporado en el extremo 3’ de la cadena 
creciente no es perfectamente complementary al que se encuentra 
en la cadena molde, la polimerasa tarda en seguir elongando esta 
cadena y le da tiempo a su actividad de exonucleasa 3’-5’ para 
eliminar al nucleotido mal incorporado (por hidrolisis del ultimo 
enlace fosfodiester). 

Mientras que los genomas a DNA son bastante estables, los 
virus con RNA exhiben frecuencias de mutation en el orden de 10' 3 


a 10' 5 por nucleotido incorporado. De esta manera, en promedio, 
serfa probable encontrar un nucleotido cambiado en cada uno de 
los viriones que se recuperan de una placa de virus y que provienen 
de la replicacion de una unica particula viral cuyo genoma tiene un 
tamano de 10 000 nucleotidos. 

A los virus con genoma de RNA se deben agregar los retrovi- 
rus, que expanden aun mas el esquema basico central de la biologia 
molecular (es decir, el flujo de information DNA— >RNA— >Protelna; 
Figura 4.1). 

En la Tabla 4.1 se resumen las actividades de las enzimas invo- 
lucradas en la copia de la information genetica de virus. 

Los virus exhiben una variedad de estrategias para la expresion 
y replicacion de sus genomas y, para hacerlo, usan enzimas que han 
evolucionado dando lugar a mecanismos de copia de mayor o menor 
fidelidad. De esta manera, conociendo el tipo de genoma y la estrate- 
gia de replicacion puede inferirse en una primera aproximacion si se 
trata de un virus muy variable o muy estable desde el punto de vista 
genetico. 


Molde/ 

Enzima (a) 

Actividad 

Correction de errores 

producto 

(frecuencia de error) 

DNA/ DNA 

DNA pol. DNA-dep. 

{DNA pol) 

Replicacion de genomas a DNA 

DNA— >DNA 

Exonucleasa 3’-5’ 

Si 

(1:1 0 9 ) 

DNA/ RNA 

RNA pol. DNA-dep. 

( RNApol) 

Transcripcion 

DNA— >RNA 

No 

(1:1 0 4 ) 

RNA/ RNA 

RNA pol. RNA-dep. ( RdRp ) 

RNA pol.- replicasa / transcriptasa 

Transcripcion, replicacion de genomas a RNA 
RNA^RNA 

No 

(1 : 1 0 3 - 10 s ) 

RNA/ DNA 

DNA pol. RNA-dep. 

(R7) 

Transcriptasa reversa o inversa 

Transcripcion inversa 

RNA-DNA (cDNA) 

DNA— >DNA 

MRNasaH 
(c) Integrasa 

No 

(1:1 0 4 ) 


Tabla 4.1. Propiedades de las polimerasas de acidos nucleicos 

(a) Las abreviaturas pol. y dep. significan polimerasa y dependiente, respectivamente. Entre parentesis se mencionan las abreviaturas 
habituales de las enzimas tal como aparecen en la literatura cientifica international. 

(b) RNasaH (degrada RNA en hibridos RNA-DNA): es un dominio de la transcriptasa inversa en algunos retrovirus y es un polipeptido 
separado en otros. 

(c) Integrasa (integration de la copia de DNA en el genoma de la celula hospedera): es un dominio de la transcriptasa inversa en algunos 
retrovirus y es un polipeptido separado en otros. 
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En algunos casos, la frecuencia de mutacion espontanea hace 
que sea imposible contar con un stock de virus geneticamente ho- 
mogeneo, ya que en cada generation aparecen nuevos cambios 
en la secuencia de genomas individuales. Si la velocidad de repli- 
cation del virus wt original es mas alta que la de los eventuales 
mutantes, en la poblacion predominara el wt. En caso contrario, 
habra una coleccion mas o menos variada de genomas con mas o 
menos cambios con respecto a la secuencia nucleotfdica del wt. 
Esto es especialmente cierto en virus a RNA. Asf, en virus de la 
enfermedad de Newcastle (NDV) se encontraron mutantes con 
morfologfa de placa distinta a la del wt con una frecuencia de 3 
a 7%, y en el virus de la estomatitis vesicular (VSV) se aislaron 
mutantes sensibles a la temperatura ( ts ) con frecuencias de 1 a 
5%. Por el contrario, en la mayoria de los casos de virus a DNA, 
la frecuencia de mutacion espontanea es muy baja para ser tenida 
en cuenta. 

Las tecnicas de la biologfa molecular han permitido recientemente 
un analisis mas directo de las frecuencias de mutacion espontanea. Dc 
estos estudios surge que las frecuencias de error en la replication de 
los genomas a RNA son, en efecto, altas, aunque varfan en varios or- 
denes de magnitud (10‘ 3 a 10' 6 ) dependiendo del virus. La acumulacion 
progresiva de cambios en la secuencia nucleotfdica del genoma viral 
conduce a un cambio en la composition genetica de una poblacion de 
virus, donde las proporciones de las distintas variaciones del genoma 
original cambian con el tiempo. Si pudieramos obtener una instanta- 
nea en distintos momentos de la poblacion viral en los individuos HIV 
positivos que fueron contagiados por recibir sangre contaminada de un 
unico donante, el resultado no serfa el mismo para los distintos tiempos 
y los distintos pacientes (ver section sobre evolution, efecto cuello de 
botella ; Figure 4.7). En genetica de poblaciones los cambios observados 
se conocen como deriva genetica ( genetic drift). 

La estabilidad genetica en las vacunas a virus vivos atenuados 
es un motivo de preocupacion y cuidadosa evaluation y control. 
En el caso de los virus a RNA, se ha propuesto mantener una co- 
pia del genoma en forma de cDNA clonado (copia del RNA viral 
utilizando una transcriptasa inversa, obtencion de DNA de doble 
hebra e insertion en un plasmido) para poder usarlo como stock 
mas estable, debido a que la replication del DNA se realiza por 
enzimas que corrigen eventuales errores en la incorporation de 
nucleotidos. Esto es tecnicamente factible en aquellos virus en los 
que se ha logrado recuperar virus a partir de cDNA infectivo. 

2.1.2. Tipos de mutantes 

Mutantes letales. El cambio en la secuencia nucleotfdica conduce 
a la anulacion de alguna de las funciones esenciales del virus. Este 
tipo de mutantes no puede ser aislado, a menos que se utilicen 
lineas celulares que expresen el gen faltante (complementation 
genetica). 

Mutantes letales condicionales. Este tipo de mutantes puede 
propagarse en una condition que se denomina permisiva, aunque 
no lo hacen en otra situation (por ejemplo, mutantes ts y cs). 

Mutantes sensibles a la temperatura (ts: temperature sensiti- 
ve). La alteration en la secuencia nucleotfdica es tal que el produc- 
to del gen alterado resulta inactivo a una cierta temperatura llama- 
da no permisiva (alta), a la que no puede adoptar su conformation 
activa. Sin embargo, el producto de ese gen es capaz de mantener 
la conformation necesaria para su actividad biologica cuando el 
virus crece a una temperatura permisiva (baja). 

Mutantes sensibles alfrio (cs: cold sensitive). Responden al 
mismo principio que los ts, pero la condition permisiva es, en este 
caso, una temperatura alta. 

Mutantes de rango de hospederos. Se trata de mutantes que 
son capaces de crecer en un tipo de celulas y no en otro. Algunos 
mutantes que se usan como vacunas a virus vivos poseen un neu- 
rotropismo (capacidad de infectar celulas del sistema nervioso) 
muy disminuido cuando se los compara con el virus wt del que 
fueron derivados. 

Mutantes resistentes a drogas. Las interacciones entre la droga 
y la molecula viral bianco se ven afectadas por la mutacion. Por 


ejemplo, la transcriptasa inversa de un retrovirus es capaz de uti- 
lizar como sustrato algunos analogos de nucleosidos (por ejemplo, 
AZT) que, una vez incorporados a la cadena creciente de DNA, 
impiden la incorporation del proximo nucleotido. En forma es- 
pontanea, pueden aparecer mutantes con una alteration en el sitio 
activo de la transcriptasa inversa, de manera tal que estos analogos 
de nucleotidos ya no son reconocidos como sustrato y la enzirna se 
torna refractaria a la terapia antiviral. 

Mutantes de delecidn. Este tipo de mutantes puede ser el re- 
sultado de la elimination de regiones esenciales o no esenciales 
de la secuencia nucleotfdica del genoma viral. En este ultimo caso, 
los virus son viables, mientras que en el primero no lo son y solo 
son capaces de replicarse en presencia de un virus helper, que les 
suministre la funcion que ellos no poseen (o si la celula contiene 
los genes virales necesarios integrados en su genoma). 

Mutantes de escape a la neutralization (resistentes a anticuer- 
pos monoclonales, mar). Algunos cambios en las secuencias de 
genes que codifican proteinas externas del virion pueden resultar 
en alteraciones de epitopes que son reconocidos en el wt por cierto 
anticuerpo monoclonal. De esta manera, el mutante es capaz de 
eludir la neutralization por ese anticuerpo e infectar a la celula 
hospedera. La identification de los cambios producidos en la se- 
cuencia nucleotidica en tales mutantes permite definir las regiones 
funcionales en las proteinas virales externas. 

Algunas mutaciones pueden resultar en varias alteraciones 
fenotipicas. Asi, por ejemplo, una mutacion ts en un gen puede 
producir un virus atenuado y con un tropismo tisular alterado. El 
efecto multiple de una unica mutacion se denomina pleiotropismo 
o efecto pleiotropico. 

3. Interacciones geneticas entre virus 

3. 1. Recombinacion 

Los virus con genomas que consisten en una sola molecula de 
DNA o RNA pueden intercambiar information genetica en una 
celula infectada simultaneamente con dos virus distintos por inte- 
raction ffsica directa de sus genomas. 

Los virus grandes a DNA (adeno, herpes, pox) pueden inter- 
cambiar information genetica por recombinacion homologa. Ge- 
neralmente, la recombinacion entre dos mutantes que coinfectan 
una celula produce proporciones equivalentes de los tipos de 
recombinantes reciprocos, ademas de viriones con los genomas 
parentales (Figure 4.2). La recombinacion puede ocurrir tambien 
entre virus de distintos tipos dentro del mismo grupo (por ejem- 
plo, adeno tipo 2 y 5), pero solo en regiones de alta homologia de 
secuencia nucleotfdica. 

Los eventos moleculares que conducen a la recombinacion ocu- 
rren en fonna simultanea con la replication del genoma. En el caso 
de los virus a DNA la recombinacion ocurre segun el modelo de corte 
y reunion (o mecanismo de recombinacion intramolecular). Mientras 
tanto, en los virus a RNA, las evidencias experimentales apoyan el 
mecanismo de selection de copia (copy choice) en el que la RNA 
polimerasa salta de un molde a otro generando una molecula del ge- 
noma en la que una parte resulta de copiar el RNA molde de uno de 
los virus parentales y otra parte, del otro (Figure 4.3). 

Tambien se han descrito mecanismos de transesterificacion 
parecidos qufmicamente a los que utilizan las celulas eucarioticas 
para procesar sus mRNAs ( splicing o corte y empalme). 

La recombinacion en el hospedero infectado con dos variantes 
de un virus puede producir virus con una patogenicidad alterada. 
En este sentido, se han descrito infecciones in vivo con dos varian- 
tes no virulentas del virus herpes simplex (HSV) que generaron 
recombinantes letales. 

3.2. Reasociacion de secmentos genomicos (reassortmentJ 

En los genomas no segmentados, la frecuencia de recombinacion 
depende de la distancia de los marcadores geneticos (por ejemplo, 
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Marcadores geneticos 


V Virulento (vir) 

▼ Atenuado 
□ Crece a 40 °C 
■ No crece a 40 °C (ts) 

O Epftope que reacciona 
con anticuerpo monoclonal 
neutralizante 
# Epitope cambiado, 
resistente al anticuerpo 
neutralizante (mar) 


Fenotipo 



Virus 

parentales 


^ Coinfeccion 

I Replicacion y 
I recombinacion 


vir ts mar 



Progenie 


Muchas copias de los genomas originales A 


Productos de recombinacion 


Pocas copias de genomas recombinados B, C, 
D y E son pares de combinaciones reciprocas 
producidas segun el modelo de ruptura y reunion 
( breakage-reunion ) . 

Los puntos de recombinacion se marcan con X y los 
fenotipos se indican al costado. 

La frecuencia de recombinacion es proporcional a la 
distancia entre los marcadores. Asi, entre V y O hay 
mayores oportunidades de recombinacion que entre 
Vy □. 

Por ello, habra mayor proporcion recombinante del 
tipo B y C, y menos del tipo D. A su vez, tambien 
puede ocurrir mas de un evento de recombinacion 
por par de genomas, produciendo otras combinacio- 
nes de marcadores como en E. 


Figura 4.2. Recombinacion homologa de genomas lineales de DNA. 


mutaciones ts en dos genes distintos, A y B) sobre el cromosoma, 
llegando a un maximo teorico de 50% solo en el caso de que los 
marcadores esten alejados a una distancia infinita. 

Los virus con genoma segmentado, en cambio, exhiben un com- 
portamiento muy distinto: dado un par de marcadores, la frecuencia 
de recombinacion es muy alta (hasta 50%), cuando estos pertenecen 
a segmentos distintos, o es muy baja cuando los marcadores se 
encuentran sobre el mismo segmento. 

A diferencia de los genomas de molecula unica, en una in- 
fection mixta de dos virus con genomas segmentados la proge- 
nie puede contener las combinaciones ( assortments ) alternativas 
de segmentos por simple empaquetamiento o reasociacion (re- 
assortment) de segmentos de uno u otro virus (Figura 4.4). Este 
fenomeno ocurre en virus de las familias a RNA de simple ( Or - 
thomyxo, Bunya, Arena, varias familias de virus de plantas) y 
doble ( Reo ) cadena y conduce a variaciones bastante bruscas en 
los complementos geneticos de la progenie (genetic shift ) cuando 
se la compara con los virus parentales y las variaciones genera- 
das por incorporation de mutaciones durante la replicacion. En 
la naturaleza se han encontrado virus de la gripe con distintas 
combinaciones de segmentos (el virus tiene un genoma compuesto 
por ocho segmentos de RNA de cadena simple) responsables de 
una dramatica diversidad antigenica de los distintos subtipos (va- 
riantes) virales (el segmento 4 contiene el gen del precursor de la 
hemaglutinina y el 6, de la neuraminidasa, ambas protefnas de la 
envoltura viral). 

3.3. CoMPLEMENTACldN 

En una infeccion mixta, dos mutantes letales condicionales 
pueden dar progenie wt por recombinacion (o reasociacion 
en el caso de genomas segmentados). Este wt sera el linico 
miembro de la progenie capaz de replicarse en la condition 
no permisiva. 


Por otra parte, en la infeccion mixta, en condiciones no per- 
misivas, tambien se puede producir un aumento en el rendimiento 
de la progenie de los mutantes sin que cambien sus genomas. En 
este fenomeno, que se conoce como complementation, uno de los 
mutantes proporciona el producto genico que es defectuoso en el 
otro y viceversa, permitiendo que se produzca la replicacion. 

Esto significa que si ambos mutantes son defectuosos en el 
mismo gen, no se producira complementation, ya que ninguno 
de los virus parentales podra proveer el producto o la funcion 
faltante. Este razonamiento se utiliza para agrupar mutantes de 
manera que aquellos que son incapaces de complementar se en- 
cuentran en el mismo grupo de complementation y se considera 
que poseen defectos en el mismo gen o producto genico. En teoria, 
puede haber tantos grupos de complementation como genes en el 
genoma. Sin embargo, debido al caracter absolutamente letal de 
algunas mutaciones y al caracter no esencial de algunas funciones 
o productos genicos virales, a menudo, el numero de grupos de 
complementation resulta menor que el numero real de genes. 

La complementation se observa en una serie de situaciones 
naturales. Cuando algunos virus animales se propagan repetida- 
mente por cultivos celulares a altas multiplicidades de infeccion, 
aparecen mutantes de deletion en forma espontanea. Estos mutan- 
tes de genoma mas corto interfieren con el crecimiento de otros 
virus y mutantes. Elios mismos son incapaces de crecer de manera 
independiente y son mantenidos en la poblacion viral por com- 
plementation con los pocos virus que poseen genoma completo, 
que se encuentran en la misrna poblacion (ver interferencia mas 
adelante). 

Otro caso se presenta en los virus tumorales a RNA (retrovirus), 
la mayoria de los cuales es defectiva en la replicacion debido a ex- 
tensas deleciones en los genes que codifican funciones involucradas 
en la replicacion. Los stocks de estos virus contienen, ademas de los 
virus transformantes deficientes en replicacion, un virus relacionado 
deficiente en transformation pero que provee las funciones necesarias 
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► 


Genomas parentales 

En una coinfeccion la RNA pol copia uno u otro 
genoma y a veces salta del molde inicial para 
seguir copiando otra molecula. 


Progenie 

Muchas copias de los 
genomas parentales. 


Algunos genomas 

recombinados por el mecanismo de copy choice 
no generan productos de 
recombinacion reciproca. 


Figura 4.3. Recombinacion de RNA: modelo de copy choice. 


) Corpus 
Editorial 


LCM (WE) LCM (ARM) 



Coinfeccion 

De una celula por dos cepas distintas del virus LCM 

Progenie 

Combinaciones de los segmentos de RNA 
genomico L y S de las dos cepas 


Figura 4.4. Reasociacion genetica ( genetic reassortment). Los arenavirus son el ejemplo mas simple de virus con genoma de RNA 
segmentado, ya que solamente consta de dos moleculas, denominadas L y S, que se asocian con la proteina N para formar las nucleocap- 
sides. Si dos cepas (WE y ARM) distintas del arenavirus LCM infectan una misma celula al completarse la morfogenesis de las particulas 
virales por brotacion de la membrana de la celula infectada, en el interior podran quedar encerradas diferentes combinaciones de RNAs 
genomicos L y S. Las combinaciones pueden ser aun mayores, ya que se ha demostrado que los viriones pueden empaquetar mas de una 
copia del RNAS. 


para la replicacion ( replication-competent ). Este segundo virus rescata 
al virus defectivo en replicacion, manteniendolo en la poblacion viral. 

Otro ejemplo de complementacion se encuentra en la aplicacion 
de los retrovirus (y otros) como vectores para introducir genes fo- 
raneos (transduccion) en organismos multicelulares o en celulas en 
cultivo. Resulta conveniente que los vectores virales no contengan 
la informacion genetica del virus (que lo hace patogeno para el or- 
ganismo bianco). Pero, entonces, ^como se pueden producir virus 
con los genes que se desean transducir? Para ello se utilizan llneas 
celulares, llamadas empaquetadoras ( packaging ceils), que contie- 
nen integrados a sus genomas los genes virales (en el caso de retro- 
virus, gag, pol y en v) necesarios para construir las particulas virales 
alrededor del genoma sin genes virales provisto por el vector. Los 
viriones que salen de estas celulas son capaces de infectar por una 
sola vez sus celulas bianco, pero estas celulas no podran producir 
progenie ( vectores virales suicidas). 

4. Interacciones no geneticas entre virus 

Una serie de interacciones no geneticas que ocurre entre los virus 
puede afectar los resultados de los estudios geneticos al enmasca- 
rar el verdadero genotipo. 

4.1. Heterocigosis 

Dado que, en general, los virus no poseen un numero diploide 
de cromosomas, no puede hablarse de homo y heterocigotas. 


Sin embargo, los genomas de los retrovirus son diploides y con- 
sisten en dos moleculas del RNA genomico; de manera que en 
este caso los virus pueden ser heterocigotas para cualquiera de 
sus genes. Otro caso particular es el de varios virus a DNA, que 
contienen regiones repetidas donde es factible la heterocigosis 
(herpes simplex). 

En virus envueltos, con genomas haploides, es posible encon- 
trar particulas multiploides como resultado de un empaquetamien- 
to poco prolijo. En este caso, cuando de una coinfeccion con dos 
variantes (por ejemplo, dos mutantes ts) resulta la produccion de 
un aparente recombinante (con fenotipo wt a partir de mutantes ts), 
este segrega las dos variantes originales luego de su aislamiento y 
cultivo (Figura 4.5). 

Esto es asi porque en los heterodiploides o multiploides produci- 
dos en coinfecciones con dos virus defectivos en dos genes distintos el 
fenotipo es silvestre (wt), ya que la complementacion esta asegurada 
por la presencia de ambos genomas. 

No se han descrito casos de heterocigosis ni particulas multi- 
ploides en virus no envueltos debido a que existen mayores restric- 
ciones en el empaquetamiento y es improbable que dos moleculas 
de un genoma puedan acomodarse en una capside viral. 

4.2. Interferencia 

La interferencia en el crecimiento entre dos virus homologos o muy 
relacionados se observa cuando alguno de los dos posee una ven- 
taja sobre el otro. Puede ocurrir en distintas etapas de la infeccion: 
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Figura 4.5. Heterocigosis. En el ejemplo esquematizado en la figura, la coinfeccion con dos mutantes ts en los genes A y B, respectiva- 
mente, produce una progenie compuesta por distintos tipos de particulas virales. Ademas de viriones identicos a los parentales (ts), se 
pueden aislar viriones capaces de replicarse a temperatura no permisiva. Estos ultimos pueden ser recombinantes verdaderos (con las 
versiones wt de los genes A y B) o heterodiploides que contienen dos copias de los genomas con las mutaciones ts en los genes A y B. 
Ambos virus son capaces de infectar y dar una nueva progenie en condiciones no permisivas. Mientras la infeccion con los recombinantes 
wt produce un tipo de viriones, los heterodiploides generan una coleccion de particulas virales, en la que solamente una parte sigue siendo 
heterodiploide (fenotipo wt) y se observa la segregacion de los genotipos parentales (fsAy fsB). 


adsorcion (por ejemplo, el paramixovirus NDV), penetration (re- 
trovirus) o replicacion (muchos virus). 

La interferencia homologa a nivel de replicacion se debe por lo 
general a particulas DI (defectivas interferentes), que se acumulan 
por pasajes sucesivos de infecciones con alta multiplicidad. Se ha 
descrito en varias familias de virus a RNA ( Rhabdo , Toga , Or- 
thomyxo, Paramyxo) y en algunos a DNA (Herpes). Normalmente, 
las particulas DI contienen las mismas proteinas que las particulas 
estandar, pero sus genomas son mas cortos debido a las deleciones. 
En algunos casos, el tarnano de las particulas DI es mas pequeno 
(por ejemplo, VSV). 

Las particulas DI son defectivas en replicacion y requieren que 
un vims nonnal coinfecte las mismas celulas (actuando como auxiliar 
o helper) para poder replicarse. Despues de varios pasajes seriados el 
titulo de las particulas DI aumenta con rapidez; luego, la proportion 
de vims estandar en la progenie disminuye y, finalmente, baja en 
forma progresiva la production de virus total (auto interferencia). En 
algunos casos, esta secuencia conduce a una infeccion persistente, 
manteniendo un balance entre las particulas estandar y las DI. 

Los virus DI contienen, generalmente, deleciones internas 
pero retienen las secuencias nucleotidicas de los extremos, que 
son importantes para la replicacion de los virus a RNA. En los 
virus DI a DNA se conserva el origen de replicacion y, a veces, se 
encuentra repetido. En todos los casos, para causar interferencia 
los genomas DI deben replicarse. Para hacerlo utilizan la replica- 
sa del virus normal, compitiendo eficientemente con los genomas 
normales por esta enzima. De esta manera, los genomas normales 
encuentran menos enzima disponible para su propia replicacion. 

Ademas de la interferencia homologa, se conoce la interferen- 
cia heterologa, cuyo mecanismo es variable y ocurre entre virus 
no relacionados. 

Por ejemplo, el RNA del NDV ( Paramyxo ) no replica en celu- 
las previamente infectadas con algunos otros virus como Sindbis 
(Toga), probablemente, porque forma algun complejo inactivo con 
la RNA replicasa del virus interferente (los mutantes de Sindbis 
deficientes en RNA replicasa no interfieren). El virus polio (Picor- 
na) interfiere con la multiplication de otros virus a RNA debido a 
la alteration que produce en la maquinaria de bioslntesis de pro- 


teinas de la celula hospedera (que en las infecciones productivas 
con picornavirus debe reconocer mRNAs sin cap). 

4.3. Mezcla fenoti'pica 

En una celula infectada por un par de virus relacionados pueden 
producirse viriones compuestos por proteinas estructurales de am- 
bos y el genoma de uno u otro (Figura 4.6). Este proceso se conoce 
como mezcla fenotlpica y ocurre porque las proteinas homologas 
(con la misma funcion y estructuras muy similares) de uno y otro 
virus pueden sustituirse unas a otras en la formacion de capsides 
y en el ensamblaje con el material genetico (por ejemplo, poliovi- 
rus tipos 1 y 2). Las caracterlsticas antigenicas de tales particulas 
estan dadas por las proteinas externas y no reflejan la identidad 
del genoma. 

En el caso de los virus envueltos, las nucleocapsides de un vi- 
rus pueden encerrarse en la membrana lipldica con glicoprotelnas 
codificadas por otro virus, que coinfecta la celula. Este fenomeno 
de mezcla fenotlpica se conoce como formacion de pseudotipos. 
Por ejemplo, en coinfecciones de VSV con algunos retrovirus se 
forman pseudotipos que pueden ser neutralizados con anticuerpos 
anti-VSV. 

5. IniTERACCIONES GENETICAS ENTRE LOS VIRUS 
Y LA CELULA HOSPEDERA 

5.7. TransformaciOn 

La transformation de un cultivo celular se mide por una variedad de 
modificaciones de parametros morfologicos, bioquimicos y de creci- 
miento y, con frecuencia, por la capacidad de formar tumores por ino- 
culation en animales seleccionados. Varios vims con genoma a DNA 
(especies de las flias. Polyonm y Papilloma, y algunos adeno y herpes- 
vims) son capaces de transformar lineas celulares en las que no pue- 
den llevar a cabo el ciclo de replicacion completo. La transformation 
requiere la expresion de un gen viral (por ejemplo, el antigeno T del 
polyomavirus SV40), y depende tambien de la expresion de algunos 
genes celulares (por ejemplo, la proteina celular p53). 
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* Mezcla fenotipica 
** Pseudotipos 


Progenie 1 
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Figura 4.6. Mezcla fenotipica. La coinfection de una misma celula con dos virus emparentados 1 y 2 (dos serotipos, en este ejemplo) produce 
una progenie compuesta por distintos tipos de particulas virales (ademas de las parentales), en las que el acido nucleico del genotipo 1 resulta 
empaquetado por una mezcla proteinas estructurales de tipo 1 y 2 (mezcla fenotipica), el acido nucleico del genotipo 1 encerrado en la estructura 
de proteinas del tipo 2 (pseudotipo), o viceversa, etc. Cuando se trata de dos virus no emparentados, se favorece la formation de pseudotipos 
(por ejemplo, genomas de retrovirus y envoltura de rhabdovirus). 


) Corpus 
Editorial 


En los retrovirus la replicacion y la transformacion no son 
mutuamente excluyentes, aunque no es necesario que ocurra la 
replicacion. La transformacion ha sido estudiada in extenso en 
los retrovirus de tipo C que causan leucemias y sarcomas. En los 
diferentes grupos de retrovirus los mecanismos de transformacion 
parecen transcurrir por mecanismos diferentes. 

El genoma de los virus de sarcoma de Rous (RSV) contiene 
un oncogen, indispensable para la transformacion. Se han descri- 
to mas de treinta oncogenes, que representan versiones alteradas 
(con algunos cambios en las secuencias nucleotidicas) de los genes 
homologos celulares (que participan en transduction de senates, 
control del ciclo celular, etc.) y que fueron adquiridos por distintos 
retrovirus. 

Los virus de leucemia, en cambio, no contienen oncogenes en 
sus genomas y transforman luego de un perfodo de latencia muy 
prolongado. Generalmente, los virus producidos por las celulas 
transformadas no han adquirido oncogenes de origen celular. El 
modelo propuesto para explicar el efecto transformante se basa en 
la insercion del provirus en el DNA celular de manera tal que un 
proto-oncogen celular queda bajo el control transcripcional de un 
promotor viral. 


5.2. Integracion 


Los genomas de los virus transformantes a DNA se encuentran por 
lo general integrados en el genoma de la celula hospedera transfor- 
mada. El numero de copias del genoma viral insertado en el DNA 
celular varia entre 1 y 10, y tambien es variable el sitio de integra- 
tion. Los datos experimentales favorecen el modelo de integracion 
por recombinacion ilegftima entre secuencias no homologas del 
DNA viral y celular. 

La integracion de los genomas de retrovirus en el estado de 
provirus tampoco ocurre en un sitio fijo del DNA celular, pero en 
el genoma viral existe un sitio definido para la integracion, que 
ocurre de manera similar a la de los transposones (retroposones 
y retrotransposones). Resulta muy interesante que una proportion 
significativa del DNA humano (45%) consista en secuencias re- 


petidas, en gran parte relacionadas a retrovirus, que tuvieron una 
importante incidencia en la evolucion del genoma (insercion, de- 
letion, duplication de segmentos de DNA, generation de familias 
de genes). 

5.3. InfecciOn persistente 

Cuando un virus lftico establece una infection persistente en un 
huesped susceptible, se ejercen presiones de selection tanto sobre 
el virus como sobre la celula hospedera. El virus debe cambiar 
para no danar a la celula en la que se mantiene o, alternativamente, 
la celula debe cambiar para soportar la replicacion viral sin ser 
lisada. Ambas situaciones han sido documentadas experimental- 
mente. 

6. Evolucion viral 

La evolucion viral es observable, sobre todo a nivel fenotfpi- 
co, a traves de la variation antigenica y la resistencia a agentes 
quimioterapicos. En esta section nos concentraremos en la va- 
riation antigenica (reactividad frente a anticuerpos), aunque los 
conceptos son extensivos a otros caracteres fenotipicos. Estas 
variaciones surgen como resultado de las sustituciones de ami- 
noacidos en los dominios de las proteinas que interactuan con 
los componentes del sistema inmune. Las mutaciones puntuales, 
deleciones e inserciones, como tambien el reemplazo de genes 
enteros o segmentos genomicos por recombinacion o reasocia- 
cion ( reassortment ) pueden producir viriones con propiedades 
antigenicas alteradas. 

En poblaciones virales se encuentran variantes resistentes a un 
anticuerpo monoclonal neutralizante con frecuencias de 10' 3 a 10' 6 . 
Pero, ^como estas variantes, presentes en proporciones tan bajas, 
se convierten en predominantes en las poblaciones virales durante 
el desarrollo de la enfermedad o durante algun brote epidemico? 
Nos referiremos aqui a la diversification antigenica en los virus a 
RNA, por ser en estos casos donde los cambios se aprecian en una 
escala mas dramatica. 
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La variacion genetica observada en los virus a RNA es el re- 
sultado de, al menos, dos procesos diferentes: la generacion de 
mutantes y su eficiencia competitiva frente a los demas virus de la 
poblacion. La generacion de genomas mutantes durante la repli- 
cation viral es una consecuencia inevitable de la naturaleza de las 
enzimas que cometen errores (RNA polimerasas o RNA replicasas 
de los virus a RNA y transcriptasas inversas de retrovirus, ver mas 
arriba). Algun tipo particular de mutation puede estar favorecido 
o impedido por condiciones tales como la naturaleza de la enzima 
viral, el contexto de la secuencia nucleotidica (por ejemplo, una 
secuencia NAAA AANNN), la concentration de los distintos nu- 
cleotidos en los pooles celulares (la incorporation de una G en el 
lugar que corresponde a otro nucleotido estarfa favorecida por una 
concentration relativamente alta de GTP frente a los otros NTPs), 
etc. Las frecuencias de mutation tan grandes como las indicadas 
mas arriba aseguran que en cada celula infectada (y, por supuesto, 
en un organismo entero) se generen muchos mutantes (tal como se 
ha probado utilizando la tecnica de RT-PCR que evita la necesidad 
de nuevos pasajes en cultivos celulares). Es muy dificil de imagi- 
nar que en la replication de virus a RNA no aparezca al menos un 
nucleotido cambiado por genoma y, por lo tanto, las poblaciones 
de virus son en realidad una mezcla de genotipos. Estos existen 
en la forma de una distribution dinamica que se ha dado en llamar 
cuasiespecie ( quasispecies ). 

La frecuencia de mutation se refiere a la incorporation de va- 
riaciones en la secuencia nucleotidica durante la replication del 
genoma, y debe distinguirse de la frecuencia o proportion en que 
encontramos un mutante determinado en la poblacion. Esta ultima 
es el resultado de la frecuencia de mutation pero, ademas, de la 
competencia entre ese mutante y todas las otras variantes gene- 
radas (fitness). La competitividad del mutante puede resultar de 
la eficiencia relativa de cualquiera de los procesos bioquimicos 
en el ciclo de vida del virus: replication del genoma, slntesis y 
procesamiento de protefnas, ensamble de partfculas, liberation a 
partir de las celulas infectadas, estabilidad de los viriones fuera 
de la celula, etc. 

En el termino de varias generaciones, la evolution de los ge- 
nomas virales se vera influenciada, ademas, por la selection po- 
sitiva y el muestreo al azar, tal como ocurre cuando unas pocas 
partfculas virales son transmitidas de un individuo infectado a 
otro hospedero susceptible (efecto de cuello de botella, genetic 
bottleneck ; Figura 4.7). 

Por mucho tiempo se ha supuesto que la variacion antigeni- 
ca era el resultado de la selection directa de variantes causada 
por las respuestas humorales y/o celulares del sistema inmune 
del hospedero (selection negativa de las variantes antigenicas 
originales; predominio de las nuevas variantes que escapan a la 
reaction con los anticuerpos presentes). Sin embargo, en estudios 
realizados en ausencia de anticuerpos antivirales (por ejemplo, 


en cultivos celulares, en individuos inmunodeprimidos) tambien 
aparecen variantes antigenicas predominates (herpes simplex 
y especies de Picorna, Lenti, Paramyxo, Orthomyxo). Existen 
evidencias experimentales considerables sobre este fenomeno 
en infecciones de organismos enteros, en los que la respuesta de 
anticuerpos neutralizantes no es determinate directa de la pre- 
Valencia de una determinada variante antigenica. Asi, por ejem- 
plo, el grado de variacion antigenica en las proteinas externas de 
paramixovirus es similar al observado en su polimerasa (que no 
es bianco de los anticuerpos neutralizantes). 

Como ejemplo se puede citar una variante antigenica pre- 
dominate del virus de influenza porcina (generado en ausen- 
cia de presion selectiva por un anticuerpo neutralizante), que 
contenia un cambio en la secuencia de un epitope (reactividad 
serologica distinta). Por otra parte, este cambio resultaba en 
una mayor eficiencia en la interaction del virus con su receptor 
celular, lo que favorecfa la replication de esta variante frente 
a otras con una menor afinidad por los receptores (selection 
positiva del mutante). 

De manera que la diversification antigenica depende de la ge- 
neracion estocastica de mutantes, de la selection positiva de aque- 
llos que esten mejor adaptados al ambiente que sus progenitores, 
o los elegidos al azar, de acuerdo al efecto de cuello de botella y 
la probabilidad de incorporar otras mutaciones adicionales con 
efecto mas neutro (toleradas por la selection negativa). 


La biologfa molecular moderna provee al virologo una serie de 
metodologias y herramientas que permiten el analisis detalla- 
do de los genomas virales. En particular, la determination de 
secuencias nucleotfdicas de genomas y la comparacion de los JsSi 
mismos contribuye a establecer una taxonomia mas racional y |30 
al establecimiento de las relaciones evolutivas de los distintos 
grupos taxonomicos. El conocimiento de la secuencia nucleoti- 
dica tambien permite establecer relaciones de parentesco entre 
distintos aislamientos de virus, elucidar los orfgenes de un brote 
epidemico, deducir como aparecieron nuevas variantes virales, 
establecer puntos de recombination, deletion o insertion en un 
genoma y hacer inferencias sobre los virus parentales, etc. El 
advenimiento de la reaction en cadena de la polimerasa (PCR) 
y su combination con la sfntesis de cDNA utilizando transcrip- 
tasa inversa (RT-PCR) han posibilitado la obtencion de datos de 
secuencias nucleotfdicas a partir de cantidades escasas de ma- 
terial infectado y son tecnicas poderosas que no dependen de la 
posibilidad de propagar el virus en condiciones de laboratorio. 

La automatization de la determination de secuencias nucleo- 
tfdicas la ha convertido en el procedimiento rutinario de elec- 


7. Tecnicas de biologi'a molecular 

PARA EL ANALISIS DE GENOMAS 



Figura 4.7. Efecto del cuello de botella. Durante la replication de un virus en un individuo (o en una celula) aparecen mutantes es- 
pontaneos que constituyen una poblacion A. Cuando solo un numero limitado de viriones de esta poblacion A alcanza a infectar a otro 
individuo se genera una progenie (poblacion B) en la que las proporciones de las variantes genomicas resulta diferente de la que se 
encontraba en la poblacion original. 
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cion a la hora de caracterizar un nuevo aislamiento de virus. 
Sin embargo, en distintos momentos de la historia reciente de la 
genetica molecular se desarrollaron variadas metodologfas para 
la caracterizacion de genomas, que brindan distinta informa- 
cion y son accesibles en la mayorfa de los laboratories de escasa 
complejidad (patrones de restriccion, PCR-RFLP, hibridacion, 
fingerprints, RAPDs, SSCP, etc.) para establecer si dos virus son 
iguales o diferentes. 

El repertorio de armas bioquimicas con que cuenta la genetica, 
en general, y la genetica molecular de virus, en particular, crece 
con rapidez y, afortunadamente, es incorporado tanto a estudios 
basicos como clinicos y aplicaciones diagnosticas de rutina. 

8. Virus como vectores de expresion de genes 

El reemplazo de genes virales no esenciales por recombinacion 
in vitro e in vivo permite obtener vectores que son capaces de 
inocular eficientemente nueva information genetica en celulas en 
cultivo y organismos enteros. Asi se aprovechan los exquisitos y 
sofisticados mecanismos que han adquirido los virus a traves de 
su evolution para penetrar en la celula hospedera con alta eficien- 
cia e introducir su material genetico. Probablemente haya pocos 
virus que no podrfan ser usados como transportadores de genes 
clonados, aunque se seleccionan aquellos que mas se adecuan al 
objetivo deseado. 

Los genomas de los virus pequenos a DNA (SV40, BPV) se 
pueden manipular facilmente in vitro (en un tubo de ensayo) para 
insertar nuevos genes y quitar, recortar o modificar secuencias nu- 
cleotfdicas utilizando las herramientas habituales de la ingenierfa 
genetica. 

En los retrovirus se aprovecha la propiedad de integration en 
el genoma de la celula hospedera. Esto requiere que del genorna 
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viral original solo se conserven las secuencias terminales LTR 
(long terminal repeats) y se rellena el medio (distancia entre di- 
chas secuencias terminales) con el gen de election. 

Los virus grandes a DNA (vaccinia, baculo) con genomas de 
150 000 a 200 000 pares de bases no pueden cortarse y rearmarse 
in vitro con facilidad utilizando enzimas de restriccion y DNA 
ligasa. Por ello, los genes a insertar habitualmente se introducen 
primero en plasmidos apropiados. En estas construcciones el gen 
clonado se encuentra flanqueado por secuencias cortas correspon- 
dientes, en general, a un gen no esencial del virus que se utilizar 
como vector. Este plasmido se introduce en las celulas susceptibles 
por transfection junto con el DNA genomico viral (por transfec- 
tion o por infection con el virus entero). En la celula, la presencia 
conjunta de ambos DNAs ofrece la oportunidad para que ocurra 
la recombinacion homologa que reemplaza al gen viral por el gen 
clonado flanqueado por secuencias virales, obteniendose de esta 
forma un virus recombinante. Mas recientemente, se desarrollaron 
metodologfas muy ingeniosas que permiten replicar estos genomas 
virales en bacterias y que incrementan la eficiencia en la obtencion 
de virus recombinantes. 

Los vectores virales permiten expresar genes en sistemas eu- 
carioticos aprovechando la maquinaria de las celulas hospederas, 
lo que incluye las modificaciones durante y despues de la traduc- 
tion. Las aplicaciones de estos vectores son multiples, entre ellas, 
la fabrication de vacunas mas seguras y economicas y la terapia 
genica. Por otra parte, la potential utilidad de algunos virus ha 
estimulado el estudio de su biologfa a nivel molecular detallado, 
contribuyendo al crecimiento de la Virologfa como ciencia. 
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Patogenia de las infecciones virales 

Veronica Lidia Mathet - Jose Raul Oubina 


1. llUTRODUCCION 

En una infection viral existen ciertos estadios obligatorios que 
permiten a los virus la diseminacion de un hospedero a otro y por 
ende, su mantenimiento en la naturaleza. Estos estadios son los 
siguientes: 

1. Infection initial del hospedero. En esta etapa el virus se ad- 
sorbe a celulas susceptibles y luego penetra en el tejido del 
hospedero. 

2. Diseminacion de la infection. El virus puede multiplicarse y 
diseminarse localmente o a traves del cuerpo. 

3. Egreso del virus al exterior. 

Estas 3 etapas pueden ocurrir a veces sin causar enfermedad 
aparente en el hospedero: es el caso de las infecciones denomina- 
das subclinicas o inaparentes. Por el contrario, en otras ocasiones 
se producen signos y sintomas que podran ser o no caracteristicos 
de la infection generada por un virus determinado. El tiempo que 
transcurre entre la infection inicial del hospedero y la production 
de enfermedad corresponde al perfodo de incubation de la misma. 

En este capitulo se describiran algunos eventos de la relation 
virus-hospedero: la entrada y diseminacion de virus en el organis- 
mo, los mecanismos de lesion celular inducidos por action viral 
directa y aquellos que son el resultado de la respuesta del hospe- 
dero frente al virus o a algunos de sus componentes. La relation 
virus-celula que posibilita la propagation viral se describe en el 
capitulo 2. La capacidad oncogenica de algunos virus se analiza en 
el capitulo 6. En el capitulo 7 se detallan los eventos relacionados 
con la constelacion de factores vinculados a los mecanismos de 
defensa del hospedero frente a la infection viral, mientras que en 
el subsiguiente capitulo 8, se abordan los diversos mecanismos de 
evasion viral a la respuesta inmune del hospedero y que tambien 
forman parte de la patogenesis viral. 

1. 1. Una APROXIMACldN al vocabulario 



Figura 5.1. Celulas susceptibles y permisivas. Son susceptibles 
a la infection por un determinado virus aquellas que poseen el/los 
receptor(es) [y eventual(es) correceptor(es)] para el mismo. Solo 
aquellas que ademas del receptor (| f) poseen los factores de trans- 
cription ( ) que permiten la expresion de los genes virales, son 

permisivas. Toda celula permisiva es susceptible, aunque no todas 
las susceptibles son permisivas. 


agente etiologico consiguientemente asociado a una alta virulencia. 
En modo analogo, los pacientes que padecen rabia habitualmente 
evolucionan al obito, siendo -por ende- maxima la virulencia del 
virus homonimo. Por el contrario, uno de los agentes causales de 
resffio comun, denominado rhinovirus, exhibe habitualmente una 
virulencia muy baja. 


Con el objetivo de lograr que el lector pueda acceder con mayor 
facilidad a la tematica desarrollada en este capitulo, a continuation 
se menciona el significado de algunos terminos utilizados. Si bien 
algunos autores de la literatura anglo-sajona, han adoptado como 
sinonimo los terminos patogenicidad y virulencia, en esta obra, di- 
chos vocablos se asignan a conceptos diferentes. 

1.1.1. Patogenicidad 

Este vocablo deriva del griego Pathos y gene que significan en- 
fermedad y genesis, o "dar origen a". En otras palabras, implica la 
capacidad de un agente para producir enfermedad. Por ejemplo, el 
virus sarampion es un agente altamente patogeno, ya que sobre un 
numero determinado de individuos infectados y no inmunizados 
previamente, la gran mayoria de ellos desarrollara el cuadro exan- 
tematico y sistemico caracteristico. 

Por el contrario, virus como polio o hepatitis A, cuando infec- 
tan lactantes menores de un ano producen infecciones subclinicas 
o inaparentes, siendo -por ende- su patogenicidad practicamente 
nula en ese grupo etario. 

1.1.2. Virulencia 

Indica la gravedad de la enfermedad. Por ejemplo, los enfermos 
de poliomielitis exhiben severas restricciones motoras, estando el 


1.1.3. Celulas susceptibles y permisivas 

Los virus pueden interactuar con la superficie de celulas que expre- 
san receptores y correceptores para los mismos (vease el capitulo 2) 
y que pueden permitir su ingreso a aquellas. Dichas celulas reciben 
la denomination de susceptibles. Sin embargo, el mero ingreso del 
virus a la celula no implica que en ella este agente podra propagarse. 
Se requiere la presencia de diversos factores celulares tales como 
factores de transcription que -por ejemplo- pueden interactuar con 
los promotores y potenciadores ( enhancers ) del genoma viral per- 
mitiendo la production de progenie viral. A las celulas que disponen 
de los factores necesarios para la replication viral se las denomina 
permisivas. En sfntesis, toda celula permisiva es susceptible, mas no 
toda celula susceptible sera permisiva (Figura 5.1). Como ejemplo, 
existen en el ser humano receptores para el virus polio en organos 
tan diversos como -entre otros- corazon, rinon, pulmon, ademas del 
SNC. Sin embargo, el virus a pesar de dichos receptores, no puede 
producir progenie en corazon, pulmon o rinon dado que las celulas 
de estos organos son susceptibles pero no permisivas al virus, en 
contraposition con lo observado en el SNC. 

1.1.4. Determinantes del tropismo viral 

Si bien hasta la decada de 1980 se aceptaba que el tropismo viral de- 
pendfa unicamente de la interaction entre los receptores y correcep- 
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Figura 5.2. Entrada, diseminacion y egreso viral del organismo. Los virus pueden ingresar al organismo luego de infectar una deter- 
minada superficie (piel, mucosa o tracto especifico). La infeccion puede quedar circunscripta a dicho sitio (localizada) o diseminarse (sis- 
temica). Desde la superficie epitelial los virus pueden ser transportados hacia los ganglios regionales. Desde alii los virus son vertidos a 
la sangre durante un breve periodo de tiempo y en baja cuantia (viremia primaria), lo que permite la diseminacion a organos como higado, 
bazo, medula osea, musculo y endotelio vascular. Luego de replicar alii, se produce una viremia secundaria de mayor duracion y cuantia, 
a traves de la cual los virus alcanzan celulas bianco permisivas. Se mencionan solo algunos ejemplos ilustrativos. En este diagrama no 
se indica la via de diseminacion neural de algunos virus (*), como ocurre con la recurrencia del virus varicela-zoster asociado al zoster, 
o con la recurrencia del herpes simplex, o la diseminacion neural del virus rabia. Multiples virus alcanzan el organo bianco, y a partir de 
su replicacion alii pueden transmitirse a otro organismo; sin embargo, algunos virus encuentran una "via muerta" en dicho organo, sin 
diseminarse al exterior a partir de este. De todas formas, a pesar de dicho "impedimenta" anatomico, pueden igualmente transmitirse al 
exterior (**), ya que egresan del organismo por otras vias. 


tores de la superficie celular con el ligando especifico viral (presente 
en la superficie de las particulas envueltas o desnudas), diversos ex- 
perimentos demostraron que los receptores son necesarios pero insu- 
ficientes para detenninar dicho tropismo. Actualmente, se acepta que 
son tambien relevantes las interacciones entre los factores transcrip- 
cionales celulares con las polimerasas virales y/o con los promotores 
y enhancers del genoma viral. En ciertas circunstancias, un unico 
cambio aminoacfdico en la polimerasa viral, ha permitido cambiar 
el tropismo de un virus, tal como se observo en la infeccion murina 
experimental con el virus de la coriomeningitis linfocitaria (LCM). 

En los items subsiguientes se mencionaran ejemplos ilustrati- 
vos de virus que a partir de diferentes puertas de entrada (Figura 
5.2) promueven infecciones con una espacialidad localizada o sis- 
temica. Asimismo, las diversas infecciones virales pueden clasi- 
ficarse segun su temporalidad (agudas o persistentes) y afectar a 
individuos inmunocompetentes o inmunosuprimidos (Figura 5.3). 

2. Puertas de entrada 

El evento inicial en el ciclo de replicacion viral es la adherencia a 
receptores especificos celulares ( vease el capitulo 2 y el item 6 de 
este captiulo). La presencia o ausencia de dichos receptores puede 
repercutir sobre el espectro de hospederos susceptibles a la infec- 
cion viral, asf como en el tropismo tisular de los virus, el que a su 


vez esta influenciado por la puerta de entrada y la via de disemina- 
cion del agente. 

Desde el punto de vista de la puerta de entrada al organismo, 
los virus pueden ingresar por diversas vias. Mas aun, algunos virus 
poseen mas de una puerta altemativa. Algunos ejemplos se indican 
en la Tab la 5.1. 

2.1 Piel 

Dado que este es el "organo" mas grande del cuerpo humano y tenien- 
do en cuenta que esta constituido por celulas muertas en sus capas mas 
extemas (recuerdese que los virus replican solo en celulas vivas) es 
comprensible que constituya una importante barrera para el ingreso de 
estos agentes infecciosos. Sin embargo, los virus pueden penetrar di- 
cha barrera en los sitios en los que la misma esta danada. Tal es el caso 
de la entrada del virus rabico en el lugar de la mordedura producida 
por ejemplo por perros, zorros o murcielagos. Asimismo, los arbovirus 
penetran la piel al ser introducidos mediante la picadura de artropodos, 
tal como se observa con el vims de la fiebre amarilla vehiculizado 
en la saliva de Aedes aegypti. Las celulas dendriticas (CD) de la piel 
(celulas de Langerhans [langerina positivas] y/u otras celulas dendri- 
ticas inmaduras de la dermis y el intersticio [que expresan la molecula 
DC-SIGN: ( Dendritic Cell -Specific Intercellular adhesion molecule- 
3-Grabbing Non-integrin o CD209)] fiieron postuladas sucesivamen- 
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1) Virus que penetran a traves de piel o mucosas 
A traves de microtraumas 


Hepadnaviridae 

Hepatitis B 

Papilomaviridae 

Papilomavirus: todos los tipos 

Herpesviridae 

Herpes simplex 1 y 2 

Poxviridae 

Molusco contagioso 

Arenaviridae 

Junin 

Flaviviridae 

Hepatitis C 


Transmitidos por artropodos 


Poxviridae 

Tanapoxvirus 

Flaviviridae 

Dengue, fiebre amarilla, virus del Oeste del Nilo 

Togaviridae 

Encefalitis de San Luis 

Reoviridae 

Fiebre por garrapatas de Colorado 

Bunyaviridae 

Fiebre del Valle de Rift 

Transmitidos por vertebrados 

Rhabdoviridae 

Rabia 

Transmitidos mediante inyeccion 

Hepadnaviridae 

Hepatitis B 

Retroviridae 

Virus de la inmunodeficiencia humana 

Herpesviridae 

Citomegalovirus humano, Epstein-Barr 

Filoviridae 

Ebola 

Flaviviridae 

Hepatitis C 

Tracto genital 

Papilomaviridae 

Tipos genitales (ej. 6, 11 , 16, 18) 

Herpesviridae 

Herpes simplex 2 

Retroviridae 

Virus de la inmunodeficiencia humana 

Hepadnaviridae 

Hepatitis B 

Filoviridae 

Ebola 

Mucosa conjuntival 

Adenoviridae 

Adenovirus serotipos H 8, 3 y 7 

Picornaviridae 

Enterovirus 70 

Echovirus 7, 11 

Coxsackie A 24 

2) Virus que penetran por via respiratoria 

Con manifestaciones clinicas locales 

Orthomyxoviridae 

Influenza 

Paramyxoviridae 

Parainfluenza, sincicial respiratorio, metapneumovirus humano 

Picornaviridae 

Rhinovirus, algunos enterovirus 

Coronaviridae 

Coronavirus 

Adenoviridae 

Adenovirus 

Herpesviridae 

Epstein-Barr, citomegalovirus humano, herpes simplex 

Con manifestaciones clinicas generaiizadas 

Togaviridae 

Rubeola 

Herpesviridae 

Varicela-zoster 

Parvoviridae 

Erythrovirus (parvovirus) humano B19 

Paramyxoviridae 

Sarampion, parotiditis 

Picornaviridae 

Algunos enterovirus 

Polyomaviridae 

BKy JC 


( continue i en la pagina siguiente) 
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Bunyaviridae 

Hantaan 

Poxviridae 

Viruela (erradicado) 

3) PuERTA DE ENTRADA DIGESTIVA 

Orofacial 

Herpesviridae 

Hepes simplex, Epstein-Barr 


Citomegalovirus humano 

Intestinal 

Con manifestaciones dinicas locales 

Reoviridae 

Rotavirus (puede asociarse tambien a infeccion extra-intestinal) 

Caliciviridae 

Norovirus 

Adenoviridae 

Adenovirus 40, 41 

Con manifestaciones dinicas generalizadas 

Picornaviridae 

Poliovirus 


Hepatitis A 


Algunos enterovirus 

Hepeviridae 

Hepatitis E 

Sin produccion de manifestaciones dinicas 

Picornaviridae 

Algunos enterovirus 

Adenoviridae 

Algunos adenovirus 

Reoviridae 

Reovirus 


4) Infeccion fetal transplacentaria 


Togaviridae 

Rubeola 

Herpesviridae 

Citomegalovirus humano 

Poxviridae 

Viruela (erradicado) 

Parvoviridae 

Erythrovirus (parvovirus) humano B19 

Retroviridae 

Virus de la inmunodeficiencia humana 

Hepadnaviridae 

Hepatitis B 

Fiaviviridae 

Hepatitis C 


Tabla 5.1. Puertas de entrada viral al organismo: algunos ejemplos. 


te como permisivas a la infeccion, aunque los reportes mas recientes 
indican que son las ultimas las que desempenan un rol principal. La 
infeccion de unas u otras celulas dendnticas favorece la infeccion cu- 
tanea y la subsiguiente diseminacion viral a otros organos. Otros virus 
pueden potencialmente penetrar la piel mediante inyeccion al efec- 
tuarse transfusiones controladas en forma inadecuada o cuando no son 
detectables los marcadores especrficos: tal es el caso del virus hepatitis 
B (HBV), del virus hepatitis C (HCV), del vims Epstein-Barr (EBV), 
del citomegalovirus humano (HCMV) y de diversos retrovirus, tales 
como los vims de la leucemia T humana ( Human T Leukemia Virus 
o E1TLV- 1/2) y EHV. La viremia persistente asociada con diversa fre- 
cuencia a la circulation plasmatica de vims libre en las infecciones 
cronicas producidas por HBV, HCV o HIV, asr como la integration 
del provims de retrovims como HTLV-1/2 o HIV en linfocitos T CD4 + 
de individuos infectados, y la asociacion de HBV y HCV a linfocitos 
y monocitos multiplica las posibilidades de propagation de dichos 
agentes en drogadictos que comparten agujas. En otras infecciones de 
la piel propiamente dicha, como es el caso de la verruga producida por 
diversos papilomavims humanos (HPV), el sitio initial de la injuria 
puede pasar inadvertido. 

2.2 Orofarince y tracto respiratorio 

Es este un sitio muy importante de penetration de virus. Sin embar- 
go, normalmente los mecanismos de elimination viral que partici- 


pan en el arbol respiratorio mantienen limpio el tracto removiendo 
las partlculas inhaladas, logrando asr que los pulmones sean prac- 
ticamente esteriles. La estructura mucociliar que recubre la cavi- 
dad nasal y la mayor parte del arbol respiratorio bajo pennite que 
las partlculas extranas que se depositan sobre el mucus puedan ser 
transportadas hacia las fauces posteriores y luego deglutidas. En 
las porciones terminales del arbol respiratorio bajo no existe dicha 
cubierta mucociliar: el alveolo esta formado por celulas epiteliales, 
celulas dendnticas y macrofagos con elevada actividad fagocrtica. 

El destino de una partlcula extrana inhalada esta determina- 
do por su tamano: si es mayor de 6-10 pm quedara atrapada en 
las fosas nasales, mientras que aquellas cuyo tamano oscila entre 
0,6-6 pm se depositaran a lo largo del tracto respiratorio alto y 
bajo. Partlculas menores de 6 pm pueden entrar a los pulmones y 
algunas de ellas alcanzan los alveolos. Al producirse un estornudo 
o un acceso de tos se producen aerosoles conteniendo partlculas 
que oscilan entre 1 pm a mas de 20 pm. Teniendo en cuenta que las 
partlculas de 10 pm tardan aproximadamente 17 minutos en caer 
de una altura de 3 metros, se inhere que aquellas partlculas meno- 
res a dicho tamano poseen un tiempo de circulacion considerable 
en ambientes cerrados. En el caso de los virus respiratorios, dicho 
tiempo de circulacion favorece su transmision aerogena. 

Durante un acceso de tos se expelen cientos de microgo- 
tas de Fliigge a una velocidad aproximada a los 900 km/hora, 
mientras que al estornudar se eliminan cientos de miles de mi- 
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Figura 5.3. Clasificacion de las infecciones virales. 


crogotas, a una velocidad cercana a los 100 km/hora. Estos 
datos ilustran la facilidad de transmision de las infecciones 
virales respiratorias en las que se eliminan viriones a traves de 
dichas secreciones (Figura 5.4). 

Un mismo virus puede afectar una o mas localizaciones del 
arbol respiratorio; a su vez, multiples virus pueden afectar una de- 
terminada localization (Figura 5.5). 


) Corpus 
Editorial 


Las infecciones virales que tienen por puerta de entrada el trac- 
to respiratorio pueden asociarse a manifestaciones localizadas o 
sistemicas, dependiendo si la infeccion queda restringida a celulas 
especializadas de dicho tracto o si se infectan elementos moviles 
residentes en el (CD), o si se produce viremia que disemine al vi- 
rus a un organo secundario de ataque. La (eventual) diseminacion 
viral a otras partes del organismo depende de la superficie celular 
a traves de la cual egresan los virus en las celulas epiteliales pola- 
rizadas: aquellos que solo lo hacen por el polo apical, promoveran 
infecciones localizadas (por ejemplo, la producida por los virus 
sincicial respiratorio [RSV], metapneumovirus humano [HMPV] 
o parainfluenza humano); los que egresan por el polo baso-lateral, 
producen infecciones sistemicas afectando diversos organos de la 
economra. Flay virus que egresan preferencialmente por un polo, 
aunque tambien lo hacen en menor grado por otro: es el caso de los 
virus sarampion y rubeola. Sarampion lo hace principalmente por 



Figura 5.4. Formation de microgotas de Fliigge. Las mismas se 
expelen durante el acto de toser o de estornudar, asi como tambien 
al pronunciar la consonante "F". 


el polo baso-lateral, mientras que rubeola lo hace preferencialmen- 
te por el polo apical. 

La prevalencia de las infecciones virales respiratorias agudas 
es diferente segun sea el hospedero un paciente inmunocompetente 
o inmunosuprimido. En este ultimo caso, son frecuentes y de ma- 
yor gravedad las infecciones por adenovirus, RSV, HMPV, HCMV, 
herpes simplex o varicela-zoster. 

Como ya se menciono anteriormente, el virus influenza se une 
a las celulas a traves de la interaction de sus hemaglutininas con 
glicoproteinas celulares que contienen acido N-acetil neuramini- 
co (acido sialico), aunque ello no es suficiente para promover la 
infeccion, habiendose postulado la necesidad de un receptor mas 
especifico para que dicho evento ocurra in vivo. Sin embargo, la 
transmisibilidad de las diferentes cepas del virus influenza es varia- 
ble. La presencia de la neuraminidasa viral se asocia a la liberation 
de viriones de la celula, y por ende, probablemente, a su transmi- 
sibilidad. A su vez, otra posible funcion de la neuraminidasa sea 
liberar viriones de inhibidores presentes en el mucus que contienen 
acido neuraminico analogo al de los receptores celulares. 

Otros factores que afectan la transmision de los virus que pe- 
netran por via respiratoria incluyen la intensidad de las secreciones 
por boca o nariz, la contamination de manos y objetos, la resis- 
tencia a la desecacion de cada virus en particular, y el numero de 
partlculas infecciosas liberadas. 

Desde el punto de vista de las celulas infectadas, puede obser- 
varse infeccion de las celulas epiteliales (como ocurre con influen- 
za o RSV), de las CD (como se observa con sarampion o RSV) o de 
los macrofagos alveolares. El virus influenza puede infectar dichos 
macrofagos septales pero produce en ellos un ciclo de replication 
abortivo: se sintetizan antigenos virales sin liberation de virus 
infeccioso. La production de TRAIL ( TNF-a Related Apoptosis- 
Induced Ligand) por los macrofagos promueve la apoptosis de las 
celulas epiteliales, lo cual esta asociado al exudado pulmonar ob- 
servado en las neumonfas causadas por influenza. En el caso del 
RSV, las celulas que son bianco para su ingreso al organismo co- 
rresponden a las del epitelio ciliado columnar. La oclusion aerea 
observada en casos fatales de bronquiolitis agudas -patologia de la 
que RSV es la primera causa- se asocia a la acumulacion de restos 
celulares conteniendo cuerpos apoptoticos y proteinas sericas, con 
afectacion funcional de los macrofagos alveolares, lo que resalta el 
papel de la inmunidad innata en su genesis. 

El desenlace de una infeccion respiratoria aguda puede variar 
ampliamente, dependiendo de la respuesta inmune del hospedero, 
la que definira la cinetica de la elimination viral. En este contexto, 
desempenan un rol muy importante tanto la respuesta innata como 
la adaptativa. Entre las celulas de la respuesta innata, diferentes 
subpoblaciones de CD mieloides (convencionales) y plasmoci- 
toides son responsables de distintas tareas que incluyen desde la 
captation antigenica, hasta la presentation a linfocitos T CD4 + y 
CD8 + , como la production de Interferon-a, respectivamente. Una 
actividad alterada de las CD (por ejemplo, como resultado de su 
infeccion) puede favorecer -junto a la diversidad antigenica- las 
reinfecciones por un mismo virus, como se observa con RSV, como 
consecuencia de una afectacion de la sinapsis inmunologica (con- 
tacto intercelular) entre CD y linfocitos T, lo que impide una res- 
puesta adaptativa protectora adecuada. 

La infeccion de las CD puede promover su maduracion, como 
lo hace influenza, lo que facilita su elimination por los linfocitos 
T. Por el contrario, el virus sarampion impide su maduracion al in- 
hibir la expresion de CD40 ligando en los linfocitos T, lo cual con- 
tribuye a la inmunosupresion observada en la fase aguda de la en- 
fermedad homonima. En otros casos, como ocurre en la infeccion 
por HCMV, las celulas dendriticas progenitoras portan el genoma 
viral en forma latente ( vease mas adelante item 5.2), sin expresion 
de genes de la fase litica. Al madurar dichas celulas, se produce la 
reactivation viral con production de virus infeccioso, lo cual es 
dependiente de la diferenciacion celular que -a su vez- promueve 
una remodelacion de la cromatina en la region del promotor inme- 
diato temprano viral. La infeccion de las CD mieloides con HCMV 
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Figura 5.5. Virus respiratorios y localizacion de las infecciones. Un mismo virus puede localizarse en diversos sitios del arbol res- 
piratorio; una misma localizacion anatomica puede ser el sitio de multiplication de diversos virus. 


es permisiva y Utica, afecta su maduracion, bloquea la secretion 
de citoquinas, dificulta su migration en respuesta a quimioquinas e 
impide su habilidad aloestimulatoria. Por el contrario, la infeccion 
con HCMV de las CD plasmocitoides afecta diferencialmente su 
capacidad de colaborar con la respuesta adaptativa: inhibe la cola- 
boracion con los linfocitos T CD4 + y CD8 + (contribuyendo a otro 
ejemplo de inmunosupresion temporaria), a la vez que promueve la 
hiperactividad de los linfocitos B (Figura 5.6). 

Tambien es relevante en la respuesta innata la actividad del eje 
NKT / macrofagos CDld + mediada por IL-13, ya que dependien- 
do del mismo es posible promover al cabo de una infeccion viral 
aguda que deje meramente vestigios virales (por ejemplo, geno- 
mas solo detectables por PCR) una enfermedad cronica inflama- 
toria como la enfermedad obstructiva cronica pulmonar o el asma 
(Figura 5.7). Este nuevo mecanismo patogenico (que se opone al 
dogma que sostenla la asociacion con una respuesta adaptativa al- 
terada) podria explicar la asociacion entre infecciones producidas 
por RSV o FIMPV con el asma, aunque aun debe definirse si para 
ello se requiere la persistencia viral en CD, macrofagos u otras 
estirpes celulares. 

En la Tabla 5.2 se muestran las principals asociaciones entre 
virus e infecciones agudas de la orofaringe y el tracto respiratorio 
alto y bajo en pacientes pediatricos. 

Tenga en cuenta el lector que la replication viral en la orofa- 
ringe puede ser una puerta de entrada para virus que replican subsi- 
guientemente en el tracto respiratorio como enterico. 

Algunos virus pueden infectar directamente las celulas del 
epitelio faucial o celulas subyacentes, produciendose como conse- 
cuencia de ello, anginas generalmente eritematosas, contribuyendo 
en aproximadamente un 80% al total de casos. 

En los pacientes pediatricos es muy frecuente la infeccion 
amigdalina con adenovirus (Tabla 5.2). Si se considerase en cam- 
bio la prevalencia global de los diversos virus asociados a faringi- 
tis, irrespectivamente de la edad del individuo, deberfa mencionar- 
se en orden decreciente la contribucion de rhinovirus, coronavirus, 
herpes simplex (tipos 1 y 2), parainfluenza, influenza (tipos A y B), 
Coxsackie A (tipos 2, 4-6, 8 y 10), virus Epstein-Barr, citomega- 
lovirus humano y F1IV. 


En el caso de la infeccion primaria por EBV se ha postulado 
que el mismo puede unirse a linfocitos B en reposo de la orofaringe 
para iniciar una infeccion latente, y mediante transferencia viral - 
desde dicha poblacion y aun sin replicar inicialmente en ella-, pue- 
de infectar productivamente celulas epiteliales farfngeas en donde 
la infeccion se circunscribe (no se observa habitualmente replica- 
cion en el tracto digestivo de individuos inmunocompetentes). 

2.3 Orofaringe y tracto enterico 

Esta puerta de entrada es la segunda en orden de frecuencia como 
medio de diseminacion de infecciones virales, solo aventajada por 
la via respiratoria. Las glandulas salivales constituyen la principal 
fuente de IgA secretoria presente en el tracto respiratorio superior 
y en el tracto enterico, lo cual confiere protection frente a multiples 
infecciones virales que ingresan por dichas vlas. 

La hipotetica participation de las armgdalas en el ingreso del 
HIV al organismo esta sustentada en un limitado numero de estu- 
dios in vitro y de primates inoculados por via oral con SIV ( Simian 
Immunodeficiency Virus). La expresion del receptor para comple- 
mento 2 (CR2), de FCyRIII, y del correceptor CXCR4, (asi como 
de CCR5) por celulas epiteliales o por los linfocitos T CD4 + y CDs 
de las armgdalas, junto a una disminucion de los mediadores de la 
respuesta innata (como una proteasa antiviral secretada por leuco- 
citos), favorece la potencial interaction entre HIV y las armgdalas. 
Si bien todos estos elementos participan en la patogenesis de la in- 
fection por HIV, su contribucion a la transmision oral de este virus 
es aun debatida, teniendo en cuenta la baja eficacia de esta via (1: 
2 500) respecto a la homosexual (1: 200) o heterosexual (1:1 000). 

La susceptibilidad a la infeccion por HIV en la cavidad oral 
esta influida por diversos factores: a) las propiedades fisicas de 
las celulas de la mucosa (no se ha definido si los queratinocitos 
-dado que expresan receptores para el virus- presentan al HIV a 
celulas profesionales presentadoras de antlgenos, o si las celulas de 
Langerhans -CD inmaduras- muestrean y procesan al virus direc- 
tamente); b) el tiempo de exposition al virus antes de la deglucion; 
c) la accesibilidad a las celulas bianco; y d) la infectividad de la 
"forma de presentation" del HIV (libre de celulas, o en macrofa- 
gos u otras celulas en saliva, leche materna o semen). Si bien los 
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Figura 5.6. Expresion de proteinas del citomegalovirus humano 
(FICMV) en celulas dendri'ticas plasmocitoides perifericas san- 
guineas (CDs) y tisulares (CDt). Analisis por inmunofluorescencia 
(con dos colores) utilizando microscopia confocal. La expresion de la 
proteina inmediato-temprana -IE- (A: a las 24 hs. post-infeccion [p.i.]) 
y de la proteina tardia pp150 del HCMV (B: al 5to. dia p.i.) es revelada 
con anticuerpos conjugados con isotiocianto de fluoresceina (FICT) 
con un color verde manzana. La expresion de CD123 (marcador de 
las celulas plasmocitoides) en amigdalas y sangre, es revelada con 
anticuerpos conjugados con isotiocianato de tetrametil rodamina 
(TRICT) con color rojizo. La superposition de imagenes revela la in- 
fection de las celulas dendriticas plasmocitoides con FICMV (color 
amarillo). La barra representa 20 pm. De: Schneider K et al. Human 
Cytomegalovirus Impairs the Function of Plasmacytoid Dendritic Cells 
in Lymphoid Organs. PLoS ONE 3(10): e3482, doi:10. 1371/journal, 
pone. 0003482, 2008. Reproducido con autorizacion. 

linfocitos T infectados con HIV son infrecuentemente detectados 
en la mucosa oral, existen circunstancias en las que los factores de 
resistencia pueden ser superados, lo cual permite la penetration del 
HIV desde el exterior o el egreso viral hacia el mismo. Los tltulos 
mas altos de virus infeccioso se detectan antes de la aparicion del 
slndrome retroviral agudo, lo que sugiere la existencia de viriones 
muy pronto luego de la exposition y antes de la seroconversion. 
Menos del 1% de los individuos que seroconvierten exhiben HIV-1 
libre en saliva. 

De todas formas, se ha establecido que la exposition oral al 
HIV promueve la infection y subsiguiente depletion de linfocitos 


T de memoria (jeon marcadores fenotipicos de celulas en reposo!) 
ubicados en la mucosa del tracto intestinal. Esta via de ingreso, 
es de especial signification en la transmision de la infection neo- 
natal por HIV mediante la lactancia matema y potencialmente en 
adultos ante el sexo oral. La deglucion de virus HIV presente en la 
boca (diluido en la leche materna, concentrado en el semen), pue- 
de promover su captura y tansmision a traves de receptores CCR5 
en intestino, a pesar del desaffo a su infectividad impuesto por la 
acidez del pH gastrico (4,3 en el lactante). Las celulas epiteliales 
del yeyuno expresan los receptores galactosil ceramida y CCR5 
pero no CXCR4, lo que sugiere un potencial mecanismo para la 
transmision preponderante de cepas "R5" (denominadas macrofa- 
go-tropicas) o con tropismo dual (macrofago- y linfotropicas) del 
HIV-1 en la infection primaria a traves del tracto gastrointestinal 
superior. Luego del pasaje del HIV a traves del epitelio mediante 
endocitosis dependiente de microtubulos, el virus es transportado 
por transcitosis a las CD mieloides. Estas entran en contacto con 
el virus mediante el receptor DC-SIGN (una lectina tipo C), lo que 
permite el ingreso viral a vesfculas endocfticas. Las CD (que no 
necesitan estar infectadas, aunque son permisivas) entran en con- 
tacto con linfocitos T CD4 + (sinapsis inmunologica) y "regurgitan" 
el virus hacia estos ultimos. El contacto del HIV con macrofagos y 
linfocitos T CD4 + CCR5 + y/o CXCR4+ promueve la fusion, ingreso 
y replication viral. A partir de esta instancia, HIV esta en condicio- 
nes de iniciar la infection sistemica. 

Recientemente se ha establecido que existe una asociacion 
etiologica entre ciertos tumores de cabeza y cuello (originados 
en las amigdalas) y la infection persistente por HPV. El tipo 
16 -habitualmente asociado al carcinoma de cuello uterino- esta 
implicado en la genesis de aproximadamente un 25% de los carci- 
nomas de celulas escamosas de amfgdala. 

Diversos factores influyen en la probabilidad de infection viral 
del intestino: el ya mencionado pasaje a traves del pH acido gas- 
trico, la existencia de acidos biliares, el transito intestinal, y la pre- 
sencia de moco y enzimas proteolfticas. Si un virus determinado no 
es resistente al pH acido y a la action solubilizadora de las sales bi- 
liares sobre su envoltura lipidica, dificilmente podra causar infec- 
tion a traves de esta puerta de entrada. De allf que los virus envuel- 
tos no penetran al organismo por esta via habitualmente. Ademas 
de la mencionada infection del lactante con HIV, otra exception la 
constituyen algunos miembros de la familia Coronaviridae, tales 
como los torovirus, causantes de gastroenteritis y enterocolitis ne- 
crotizantes en el neonato. 

El movimiento intestinal opera como mecanismo de barrido. 
Una pelicula de moco recubre la superficie de las celulas epiteliales 
y quita probabilidades a una firme adherencia de los virus con los 
receptores celulares especificos para iniciar la infection. Ademas, 
dicho moco contiene anticuerpos de clase IgA secretoria, los que al 
igual que en el tracto respiratorio, desempenan un papel relevante 
en la neutralization 6 agregacion local de los virus. Elio implica 
una importante barrera en la cadena epidemiologica de transmision 
viral. Este fenomeno es aprovechado en eventos de inmunizacion, 
tal como se observa en vacunados contra la poliomielitis con la 
vacuna atenuada Sabin. 

A diferencia de los virus respiratorios, los virus entericos rara- 
mente producen enfermedad como consecuencia de su multiplica- 
cion en las celulas del tracto digestivo. De allf que no es frecuente 
la asociacion de infecciones virales de este tracto con diarrea o vo- 
mitos o dolor abdominal. Sin embargo, entre aquellos virus pro- 
ductores de sintomatologfa local merece destacarse la gastroen- 
teritis produeida por rotavirus (principalmente en menores 
de dos anos), o por los virus Norwalk o sapovirus (miembros 
respectivos de los generos Norovirus y Sapovirus de la familia 
Caliciviridae), los adenovirus entericos, y los astrovirus. Las in- 
fecciones por reovirus, se asocian habitualmente a manifestaciones 
gastrointestinales leves. 

Los rotavirus merecen una mention especial, dado que en anos 
recientes se ha establecido que no solo causan gastroenteritis a tra- 
ves de la sintesis y liberation extracelular de la enterotoxina NSP4, 
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Figura 5.7. Circuito NKT - IL-13 - Macrofago en la genesis de la enfermedad obstructiva cronica y el asma. Vease el texto. Adap- 
tadade Kim EY etal. Nat Med 14:633-40, 2008. 


sino que estan asociados en aproximadamente un 65% de los casos 
a viremia, y son capaces de infectar diversos organos, tales como 
pulmones, higado, SNC, estomago, pancreas, testiculos, etc., por lo 
cual no deben ser considerados meramente agentes de infecciones 
localizadas en el tracto gastrointestinal (como se los considero has- 
ta muy recientemente), sino tambien sistemicas (Figura 5.2), aun- 
que aun no se ha definido su patogenia. Estudios en animates in- 
fectados experimentalmente, demostraron que los rotavirus causan 
lesiones en pulmones e higado, pudiendo replicar en macrofagos. 

Como contrapartida, los organos bianco habituates de la mayo- 
ria de los virus que penetran por via enteral se encuentran a distan- 
cia: el S.N.C., el corazon o la piel para los enterovirus, el higado 
para ciertos virus productores de hepatitis (Ay E), etc. 

Cabe destacar que mientras los rotavirus replican activamente 
en las celulas M del epitelio gastrointestinal -provocando la lisis de 
las mismas-, los reovirus ingresan a las capas basales del epitelio 
por transcitosis a traves de estas mismas celulas, donde pueden in- 
fectar a partir de su polo basal otras celulas epiteliales intestinales 
o bien CDs y macrofagos. Por el mecanismo de transcitosis los vi- 
rus endocitados transitan desde la superficie apical a la basolateral 
dentro de vesiculas, para luego ser exocitados sin que se produzca 
infeccion de la celula en cuestion. 

La mucosa rectal puede ser tambien bianco de la infeccion por 
diversos virus en hombres que mantienen por via anal relaciones 
homosexuales receptivas sin proteccion. Dado que el epitelio es 
cilindrico (no estratificado como el vaginal), se favorece el con- 
tacto con las CDs DC-SIGN positivas lo cual explica (al menos 
parcialmente) por que es mas eficiente la transmision por esta via 
que a traves de la vagina (Figura 5.8). Se estima que los micro- 
traumatismos que ocurren en este tipo de relaciones, favorece el 
ingreso viral. Entre los agentes asociados a esta via de transmision, 
se encuentran FIIV, HBV, HCMV, virus herpes humano-8 (HHV- 
8) -agente etiologico del sarcoma de Kaposi-, y F1CV en pacientes 
homosexuales coinfectados con FIIV. 

2.4 Aparato genito-urinario 

La infeccion viral del arbol urinario no es frecuente. Si bien mu- 
chos virus pueden replicar in vitro en cultivos celulares de rinon 
humano, son pocos los que se asocian a infecciones del arbol uri- 
nario in vivo, donde el flujo de orina sirve como mecanismo de 
barrido. 


Flasta el presente solo se han asociado los adenovirus con sero- 
tipo 11 y 21 a cistitis hemorragica en ninos y en pacientes inmuno- 
comprometidos. En la infeccion por HBV los complejos inmunes 
constituidos por antigenos HBs y HBe y sus respectivos anticuerpos 
desempenan un papel patogenico en las nefritis observadas en al- 
gunos pacientes. Sin embargo, el deposito de inmunocomplejos es 
de corta duracion y la glomerulonefritis no es frecuente. Tambien 
se observan glomerulonefritis membranosas asociadas a la infeccion 
porHCV. 

La superficie del tracto genital esta mas expuesta a las infec- 
ciones. El contacto de mucosas durante las relaciones sexuales y 
el pasaje del producto de la concepcion a traves del canal de parto 
constituyen la fuente de infeccion para los miembros de una pareja 
o para el recien nacido, respectivamente. Como se observa en la 
figura 5.9, en la vagina existe un epitelio estratificado en el que se 
localizan las celulas de Langerhans, y debajo del cual subyacen te- 
jidos estromales densamente poblados con otras celulas dendrfticas 
(DC-SIGN positivas), monocitos/macrofagos y linfocitos T que 
expresan CD4 y los correceptores para HIV CXC-R4 y/o CCR5. 
La susceptibilidad a las infecciones diversas no solo esta influida 
por la respuesta adaptativa (presencia de IgA secretoria con ac- 
tividad neutralizante y linfocitos CD4 + y CD8 + citotoxicos), sino 
tambien por componentes de la respuesta innata, en la que sobre- 
salen mediadores polipeptidicos anfipaticos cationicos, como las 
moleculas SLP- 1 , lisozima, lactoferrina y a y (3 defensinas. SLP-1, 
una molecula con propiedades anti-inflamatorias cuya concentra- 
cion en vagina alcanza 1-10 pg/pl y que esta incrementada 100 
veces en el tapon mucoso del cuello uterino, posee una actividad 
protectora anti-HIV, como lo demuestra la menor tasa de trans- 
mision vertical en aquellas madres que exhiben concentraciones 
elevadas. Aunque la concentracion de lisozima (muropeptidasa) es 
baja en la vagina (~13 pg/ml), esta significativamente aumentada 
en el tapon mucoso; cuando la misma esta disminuida en el trabajo 
de pretermino, ocurren eventos de corioamnionitis, que facilitan 
la infeccion del producto de la concepcion. Dominios especificos 
de la lisozima, tienen actividad anti-HIV, la que a nivel del tapon 
mucoso serfa efectiva in vivo. Otro polipeptido con actividad anti- 
viral (directa o indirectamente demostrada contra herpes simplex, 
HCMV y HIV) es la lactoferrina, la que inhibe la fusion y sub- 
siguiente ingreso del HIV a las celulas, al unirse al V3 loop de la 
glicoproteina de envoltura gpl20. La lactoferrina esta presente a 
una baja concentracion en la vagina (1 pg/ml), pero esta significa- 
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Tabla 5.2. Virus asociados a infecciones respiratorias agudas aitas y bajas en pacientes pediatricos. Recientemente se han des- 
cubierto dos nuevos coronavirus humanos denominados NL63 y HKU1, que infectan el aparato respiratorio. Su patogenicidad -al igual 
que la de los bocavirus y la de los poliomavirus Wu o Kl- debe ser aun establecida. 


tivamente concentrada en el tapon vaginal (100 pg/g). Las a defen- 
sinas tienen efectos inhibitorios sobre herpes simplex y HIV; frente 
a este ultimo, inhiben la fusion viral a la membrana citoplasmatica 
(exhibe similitud con la estructura de la glicoprotelna de envoltura 
viral gp41) y a nivel intracelular mediante inhibicion de la PKC. Si 
bien las (3 defensinas de la mucosa oral (HBD2 y HBD3) inhiben al 
HIV, se desconoce si las mismas son inducidas en la vagina como 
resultado de la infeccion por dicho virus. 

Aunque los mecanismos que llevan a viajar a traves de la mu- 
cosa vaginal a los diversos virus no estan totalmente definidos, pa- 
recerfa involucrar a las celulas del epitelio. En el caso del HIV, las 
celulas epiteliales y las de Langerhans (estas mediante endocitosis 
a traves de multiples receptores) son las primeras en encontrarse 
con el virus. Una vez que este alcanza la lamina propia, puede di- 
rectamente infectar macrofagos o linfocitos T (mediante la fusion 
con el receptor especifico) o adherirse a otras CDs (DC-SIGN po- 
sitivas), que luego migran hacia los ganglios regionales, donde 
transferiran las partfculas virales a los linfocitos T CD4 + en los 
que el virus replica vigorosamente (Figura 5.10). La infeccion de 
estos puede ocurrir mediante trans-infeccion o cis-infeccion de 
las CDs (Figura 5.1 1). La trans-infeccion de estas puede acaecer 
por 2 vias: a) el transporte viral a traves de la via endocitica y 
posterior "regurgitacion" en exosomas; o b) la sinapsis infec- 
ciosa, por contacto entre la CD (con participacion de DC-SIGN) y 
el linfocito T CD4 + . La infeccion "genuina" de las CDs puede ocu- 
rrir subsiguientemente, luego de la interaccion con los LT CD4 + , 
asi como tambien es posible la misma luego de ocurrir la interac- 
cion entre una significativa cuantia de particulas del HIV con DC- 
SIGN, para ser luego sean transferidas a los verdaderos receptores 
del HIV en las CDs e iniciar su infeccion productiva (cis-infeccion 
de las CDs). Existen evidencias que indican que esta ultima es 
relevante para la infeccion a largo plazo de los linfocitos T CD4‘, 
habiendose documentado que este mecanismo seria aun mas critico 
que la trans-infeccion en el contexto general de la infeccion. 

La infeccion de las celulas de Langerhans tiene efectos opues- 
tos segun esten o no activadas: en el primer caso contribuyen a la 
diseminacion viral, ya que permiten la replication y transfieren la 
progenie a los linfocitos T en el ganglio. En contraposicion, las 
celulas de Langerhans inmaduras eliminan la infeccion a traves de 
la langerina, otro receptor lectina tipo C, que permite la internaliza- 
tion viral y promueve su degradation intracelular. Es posible que 
una fraction de HIV escape a esta barrera antiviral, y pueda conti- 
nuar el ciclo mediante la trans infeccion de los linfocitos T CD4 + 
de memoria (con la subpoblacion viral R5) o en etapas mas avan- 
zadas de la infeccion los CD4 + naive (con la subpoblacion X4). La 
coinfection con otros agentes de transmision sexual, impide la 
protection conferida por las celulas de Langerhans contra el 
HIV, al activarlas. 

La presencia de moleculas de heparan sulfatos en la superficie 
epitelial permite la adsorcion de multiples virus, tales como herpes 
simplex, HPV, HCMV, y ciertas cepas del HIV. Dichas moleculas 
sirven como receptores iniciales de baja afinidad, que permiten la 


subsiguiente interaccion con otros receptores de mayor afinidad, 
algunos de los cuales han sido definidos para virus individuales. 
De hecho, entre los virus transmitidos por via genital se encuen- 
tran los herpes simplex tipo 2 -y con rnenor frecuencia el 1-, los 
papilomavirus humanos (especialmente los genotipos 6 y 11 [de 
bajo riesgo, asociados a verrugas ano-genitales benignas] y 16, 18, 
31 y 33 [entre los aproximadamente 15 de alto riesgo, asociados al 
carcinoma genital]), HCMV, y los virus causantes del SIDA (HIV- 
1 y 2). Aproximadamente, ocurren 300 000 000 nuevas infecciones 
de transmision sexual al ano. Dichas infecciones (ulcerativas y no 
ulcerativas) incrementan entre 3 y 5 veces el riesgo de infeccion 
por HIV, siendo este ultimo 8 veces superior en pacientes sifiliticos 
o en quienes padecen la infeccion genital herpetica. 

La infeccion por HPV afecta a mas del 50% de la poblacion 
femenina sexualmente activa, lo que la ubica como la infeccion 
de transmision sexual mas prevalente del mundo; aunque la mayo- 
ria de las mujeres elimina la infeccion al cabo de dos a cinco anos, 
aproximadamente un 10% desarrolla una infeccion persistente que 
puede asociarse a diversos desenlaces dependiendo del genotipo, la 
carga y las variantes virales, y de cofactores del hospedero (suscep- 
tibilidad y respuesta inmune) y sus habitos conductales (tabaquis- 
rno, anticonceptivos hormonales, etc.). El HPV interacciona ini- 
cialmente con proteoglicanos de heparan sulfato (lo que promueve 
un cambio confonnacional de la capside) y quizas transitoriamente 
con la laminina 5 u otra(s) molecula(s) presente(s) en la matriz ex- 
tracelular, para subsiguientemente ingresar a las celulas. La repli- 
cacion del HPV es un paradigma de evasion a la respuesta inmune 
innata, dado que aquella no se asocia a inflamacion. 

Se ha documentado la presencia de diversos virus en se- 
men y II u idos vaginales. Merecen destacarse entre los primeros 
HIV, HBV, HCMV, EBV, virus herpes humano-6 (HHV-6), virus 
herpes simplex, HTLV-1, y un agente aparentemente apatogeno 
para el humano -pero que pareceria influir favorablemente sobre 
el curso de la infeccion con HIV- denominado GBV-C (inicial- 
mente tambien designado virus hepatitis G); asimismo, se han 
aislado HIV, HBV, HCMV, herpes simplex- 1 y virus rubeola de 
las secreciones cervicales. La infectividad viral en estos fluidos 
esta influenciada por componentes de estos ultimos: asi por ejem- 
plo, se ha demostrado que la presencia de fibrillas de amiloide en 
el semen (SEVI: Semen derived Enhacement of Viral Infection) 
derivadas de la fosfatasa acida prostatica incrementa 4 a 5 orde- 
nes de magnitud la adhesion/infectividad del HIV al funcionar 
como un puente policationico que neutraliza la repulsion de car- 
gas negativas entre la membrana viral y la citoplasmatica del epi- 
telio y CDs, favoreciendo la adherencia viral. Dado que en pro- 
medio hay presentes unas 1 1 000 copias de RNA del HIV/ml de 
semen en individuos infectados, una eyaculacion de 4 ml implica 
el deposito en la mucosa vaginal de una cuantia inferior a la del 
umbral necesario para producir la infeccion (lo cual contribuye a 
la inferior tasa de transmision antes mencionada del HIV por via 
sexual, respecto a otros virus como HBV). De alii que la partici- 
pacion de SEVI, sea critica para incrementar la infectividad del 
inoculo. En contraposicion, tambien se ha postulado la existencia 


82 


VIROLOGIA MEDICA / Guadalupe Carballal - Jose Oubina 



Figura 5.8. Microscopia confocal de la mucosa rectal humana 
conteniendo celulas que expresan DC-SIGN, CCR5 y CD4. DC- 

SIGN se observa en color verde (panelesA-F), CCR5 en rojo (Ay C) o 
azul (E). CD4 en rojo (B, D y E) y el marcador de celulas endoteliales 
CD31 en rojo (F). Los nucleos se visualizan en color azul. La flecha 
indica una celula (en bianco) que exhibe triple marcacion para DC- 
SIGN, CCR5 y CD4. La letra "L" muestra la luz. De: Jameson B. etal. 
J Virol. 76: 1866-78, 2002. Reproducido con autorizacion. 
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Figura 5.9. Microscopia confocal de la mucosa vaginal humana 
para detectar celulas que expresen DC-SIGN, CCR5 y CD4. Las ce- 
lulas de Langerhans no expresan DC-SIGN. Cortes de tejidos congelados 
de vagina fueron tenidos con anticuerpos para DC-SIGN marcados ya sea ?sSp 
en color verde (paneles A-B) o rojo (C-D), en combinadon con anticuerpos [\j_J 
para CCR5 en rojo (A), CD4 en rojo (B) o CMFH-II en verde (C-D) y para 
los granulos de Birbeck de celulas de Langerhans en rojo (D). Los nucleos 
se visualizan en color azul. La cabeza de flecha blanca indica la base del 
epitelio vaginal. La letra "L" muestra la luz. 40x. De: Jameson B. et at. J 
Virol. 76: 1866-78, 2002. Reproducido con autorizacion. 


de una molecula inhibitoria de dicho virus en el plasma seminal, 
que contendria carbohidratos (posiblemente una cadena larga de 
residuos de N-manosa) e impediria la union del HIV a DC-SIGN. 

La presencia del HIV y del HBV en el canal de parto consti- 
tuye una fuente importante de contagio en recien nacidos en pafses 
con alta prevalencia de individuos cronicamente infectados. 

2.5 Via conjuntival 

La secrecion lacrimal y el constante parpadeo mantienen la con- 
juntiva humeda y limpia. Nuevamente aqui, para evitar ser arras- 
trados por el mecanismo mencionado, los virus deben adherirse 
firmemente a sus receptores. Si bien esta no es una via habitual de 
penetracion viral, puede ocurrir en caso de lesion de la conjuntiva. 

A modo de ejemplo, un oftalmologo puede ser el involuntario 
transmisor de un ojo al otro de adenovirus tipo 8, al intentar una 
extraccion de un cuerpo extrano a traves del simple contacto con 
las manos contaminadas. Otros virus pueden producir una conjun- 
tivitis luego de haber replicado en otro organo de la economfa: tal 
es el caso de la conjuntivitis sarampionosa o la observada con cier- 
tos adenovirus. En contraste con ellos, el enterovirus 70 produce 
una conjuntivitis hemorragica luego de un periodo de incubacion 
de solo 24 horas, ya que la conjuntiva en si misma es el sitio inicial 
de la infeccion. Tambien variantes de Coxsackie A24 han sido aso- 
ciadas a brotes de conjuntivitis hemorragicas acaecidos en Africa 
y Brasil. 

El espectro de compromiso ocular asociado a virus herpes sim- 
plex 1 y 2 incluye las conjuntivitis, las queratitis, cataratas e iri- 


dociclitis. La infeccion por estos virus promueve un desequilibrio 
entre eventos angiogenicos y anti-angiogenicos, lo que gatilla la 
vascularizacion corneal. Las trombospondinas 1 y 2 y proteinas 
de la matriz celular (potentes agentes anti-angiogenicos) estan di- 
rectamente implicadas en la genesis de las queratitis (vease el 
item 6.4: Mecanismos indirectos de lesion). 

3. VlflS DE DISEMiniACIOni EM el orcanismo 

Las vias de diseminacion pueden corresponder a uno de los si- 
guientes cinco grupos: 1) diseminacion local sobre las superficies 
epiteliales; 2) invasion subepitelial y diseminacion linfatica; 3) di- 
seminacion sanguinea (viremia) e invasion tisular; 4) diseminacion 
a traves del liquido cefalorraquideo y nervios; 5) diseminacion 
pleural y a traves de la cavidad peritoneal. 

3. 1 Diseminacion sobre superficies epiteliales 

La diseminacion viral en las superficies epiteliales es claramente 
diferente si estan cubiertas por una capa de liquido, tal como ocurre 
en el tracto respiratorio o digestivo o si esa cubierta no existe, tal 
como se observa en la piel. 

En el primer caso, la diseminacion viral desde el foco inicial de 
infeccion hacia celulas distantes se ve facilitada, mientras que en el 
segundo, la diseminacion se efectua por contigiiidad. Elio se tradu- 
ce, por ejemplo, en el diferente periodo de incubacion de ambos: a) 
pocos dfas en el caso de las infecciones respiratorias causadas por 
influenza, parainfluenza, adenovirus, rhinovirus, RSV, HMPV, etc.. 
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Figura 5.10. Rol de las CDs en la infeccion por HIV y su posterior diseminacion. Las CDs (que incluyen a las celulas de Langerhans 
en los epitelios y en las mucosas, y a las mieloides inmaduras en la submucosa) constituyen una de las primeras celulas en enfrentar al 
virus. Las CDs mieloides inmaduras migran hacia los ganglios linfaticos donde pueden madurar como resultado de la infeccion viral o de 
citoquinas secretadas. Las CDs presentan los antigenos virales a los LT CD4 + e inician su participacion en la respuesta inmune adaptativa. 
Las particulas virales asociadas a las CDs pueden quedar protegidas de la degradation intracelular durante la migracion hacia el ganglio 
linfatico y durante su estadia aqui. Algunas subpoblaciones de CDs pueden infectarse. La infeccion de los LT CD4 + acontece mediante 
eventos de trans-infeccion o cis-infeccion de las CDs ( vease la figura 5.11). 


o las intestinales producidas -por ejemplo- por rotavirus; o por el 
contrario, b) un periodo de incubacion mucho mas prolongado para 
producir las lesiones verrucosas por HPV. Las bases patogenicas 
que intervienen en la localization viral exclusivamente circuns- 
cripta a un epitelio determinado no se conocen totalmente. Entre 
los factores que intervienen, deben senalarse la termosensibilidad 
de algunos virus a 37° C (como ocurre con los rinovirus, aunque 
recientemente se demostro que pueden infectar el arbol respiratorio 
bajo -Figura 5.12-), la liberacion unidireccional de viriones hacia 
la superficie externa de las celulas epiteliales polarizadas y la ma- 
duracion viral producida recien cuando las celulas de la capa basal 
se aproximan a la superficie, lo cual limita la diseminacion a tejidos 
subyacentes, tal como se observa con los papilomavirus. 

3.2 Invasion subepitelial y diseminacion linfatica 

Al atravesar un epitelio y su membrana basal, un determinado vi- 
rus queda expuesto a celulas fagociticas (histiocitos) y al sistema 
linfatico. La entrada de un virus a un histiocito puede dar lugar a 
su destruction por diminution del pH y por las enzimas liberadas 
al fagosoma al producirse la fusion lisosomal. Sin embargo, cier- 
tos virus pueden replicar en macrofagos, como se describira mas 
adelante. 

La red de capilares linfaticos que banan las superficies epite- 
liales, transporta las particulas virales hacia los ganglios regionales 
donde son procesadas por los macrofagos / CDs residentes en los 
senos marginales. El desenlace de dicha interaction es variable: 1) 
puede inactivarse el virus, en cuyo caso los antigenos son presen- 
tados a los linfocitos colindantes y, respuesta inmune mediante, la 
infeccion no progresa; o 2) el virus no es inactivado y entonces se 
produce la infeccion de macrofagos y linfocitos. Este ultimo patron 
de infeccion se observa entre los adenovirus, el virus del saram- 
pion, y algunos miembros del grupo de herpesvirus. En estos casos, 
el ganglio linfatico no se comporta como una barrera de contention 


de la infeccion, sino como un trampolfn de privilegio para la dise- 
minacion de la misma. 

Teniendo en cuenta la circulation de los monocitos y linfocitos 
a traves del organismo, es facilmente comprensible que si dichas 
celulas son infectadas sin ser danadas, pueden transportar viriones 
a sitios distantes del cuerpo, a la manera de un inocente caballo de 
Troya. En el caso particular del HIV, el virus puede unirse a las 
moleculas DC-SIGN que se encuentran en la superficie de las CDs 
presentes en las mucosas y ser transportados en compartimientos 
no lisosomales -sin que medie infeccion celular- desde la puerta 
de entrada a los ganglios linfaticos, donde puede infectar linfocitos 
T CD4 + CCR5 + , un proceso que -como se menciono en parrafos 
anteriores- es denominado trans-potenciacion de la infeccion o 
trans-infeccion (Figura 5.11). El virus sarampion utiliza tambien 
DC-SIGN (aunque no el receptor SLAM) para la trans-infeccion 
desde las CDs a los linfocitos T. En modo analogo, los vims Ebola 
y dengue pueden utilizar mecanismos similares, para infectar las 
celulas diana. Tambien el HCV interactua con DC-SIGN y con 
L-SIGN (CD209 L). 

La evolution de una infeccion viral desde una superficie corpo- 
ral (a partir de cualquier epitelio) se ve intimamente vinculada a la 
presencia o no de una respuesta inflamatoria local. La misma puede 
inducir dano tisular o bien circunscribir la infeccion. 

3.3 Diseminacion sanguinea e invasion tisular 

La entrada de un vims al torrente sangufneo se conoce como vire- 
mia. Ftiede producirse luego de la multiplication viral en el sitio de 
infeccion inicial (tal es el caso de sarampion o polio) o como con- 
secuencia de su introduction directa al ser inoculado por picaduras 
de artropodos (como se observa con los arbovirus) o por transmision 
iatrogenica (como puede ocurrir por ejemplo con HBV o HCV), o 
accidentalmente por el uso de agujas contaminadas (por ejemplo, con 
HIV. HBV o HCV). 
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Figura 5.11. Trans-infeccion y cis-infeccion de las celulas dendriticas. La trans-infeccion puede ocurrir mediante dos vias: 1) la 
sinapsis infecciosa; y 2) la transferencia de particulas asociadas a exosomas. En la sinapsis infecciosa la CD regurgita las particulas a los 
LT CD4 + , interviniendo en el proceso la molecula DC-SIGN. En la exocitosis, las particulas del HIV endocitadas se incorporan a los cuer- 
pos endosomicos multivesiculares, siendo eliminadas en asociacion con exosomas. Un cuerpo multivesicular es una organela endocltica 
que contiene vesiculas como resultado de la brotacion de membranas endosomicas hacia la luz del compartimiento. Las particulas virales 
exocitadas pueden ingresar a los LT CD4 + probablemente mediante la union y fusion de membranas. Una tercera via (3) muestra la cis- 
infeccion de las CDs. En ella se produce la infeccion de las mismas (con sintesis de novo de particulas), lo cual es critico para la transmision 
del HIV por periodos prolongados. 


La primera entrada de un vims a la sangre se conoce como vi- 
remia primaria (Figura 5.2). Elio acontece luego de la replication 
viral en organos tales como el hfgado, el bazo, la medula osea, el 
musculo y/o el endotelio vascular. El tftulo de virus circulante en 
la viremia primaria es habitualmente bajo. En general, este es un 
evento que no se traduce clfnicamente. La diseminacion viral hacia 
organos a distancia a traves del flujo sanguineo ocurre en uno o dos 
minutos. Una vez que el vims alcanza el organo bianco de replica- 
cion se producen nuevos ciclos de multiplicacion viral que permi- 
ten la reinvasion del torrente sanguineo: es la viremia secundaria. 
La misma es facilmente detectable por su mayor cuantia. 

Una vez en la sangre, los vims pueden circular libres en el plas- 
ma o bien asociados a diferentes celulas (Tab la 5.3). En este ultimo 
caso, los virus encuentran cierta protection frente a los mecanis- 
mos de defensa del hospedero. 

La magnitud y duration de la viremia son el resultado del ba- 
lance final entre aquellos factores que tienden a la mantencion de 
la multiplicacion viral o a su limitation. La posterior localization 
viral en los organos bianco depende de la actividad fagocftica del 
sistema reticuloendotelial y de la capacidad para adherirse y rnulti- 
plicarse en las celulas del endotelio vascular. 

Entre las fuentes de production de vims para la mantencion 
de la viremia pueden mencionarse: 1) el endotelio vascular; 2) las 
celulas reticulo-endoteliales; 3) las celulas adyacentes al sistema 
reticulo-endotelial; 4) las celulas sanguineas; y 5) los tejidos des- 
de los cuales los virus son eliminados hacia la circulation por via 
linfatica. 

La elimination viral de la circulation sangufnea es tambien de- 
pendiente de un numero considerable de factores: 1) el tamano de 
las particulas virales; 2) factores sericos como anticuerpos y com- 
plemento; 3) la carga neta de las particulas; 4) en algunos vims, la 
inactivation termica gradual; y 5) la naturaleza de las proteinas de 
superficie de los vims. 

Se ha demostrado que los vims de mayor tamano se eliminan 
mas rapidamente de la circulation teniendo especial relevancia en 


dicho papel las celulas reticulo-endoteliales de Kupffer. La presen- 
cia de anticuerpos y complemento contribuye -mediante su opso- 
nization- a la elimination viral por celulas del sistema retfculo-en- 
dotelial, teniendo en cuenta que los macrofagos poseen receptores 
para Fc y la fraction C3 del complemento. A su vez, los anticuer- 
pos neutralizantes pueden participar en la modification estmctural 
de los viriones, en su agregacion, en el bloqueo de su union a los 
receptores, en la liberation de su genoma, etc. 

La invasion viral tisular se produce por mecanismos que no se 
conocen en su totalidad, aunque la patogenia de aquella en el SNC 
y el higado es la que mejor ha sido establecida. 

3.3.1 Invasion viral al SNC 

Puede ocurrir cuando la viremia es de adecuada magnitud y dura- 
tion. Sin embargo, estos son requisitos necesarios aunque no siem- 
pre suficientes para producirla. 

En el SNC las celulas del endotelio capilar se encuentran firme- 
mente unidas entre si, con exception de las ubicadas en el plexo coroi- 
deo, donde el epitelio es fenestrado. La infeccion de ese epitelio o el 
pasaje pasivo a traves de dichas fenestraciones, permite el ingreso viral 
al lfquido cefalorraqufdeo. Vehiculizado en este, ciertos vims pueden 
infectar las celulas ependimarias, y a partir de allf invadir las celulas 
nerviosas subyacentes (tal es el caso de los arbovirus o el vims paro- 
tiditis). La localization viral en celulas capilares meningeas, tambien 
permite la invasion de celulas neurales a traves del pasaje al liquido 
cefalorraquideo. Finalmente, algunos vims pueden ingresar al SNC 
directamente despues de localizarse en vasos sangufneos cerebrales o 
de la medula espinal o bien desde terminaciones nerviosas perifericas 
(vease diseminacion neural). 

Como consecuencia de la invasion al SNC pueden observarse 
meningitis (porejemplo, producidas por virus ECFIO o Coxsackie), 
meningoencefalitis (como se observa con parotiditis y vims polio), 
o encefalitis (producida por invasion directa e independiente del 
cerebro a traves de capilares cerebrales, como se demostro en in- 
fecciones por retrovirus o en algunos casos de polio). 
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Figura 5.12. Infeccion de celulas epiteliales traqueo-bronquia- 
les humanas por rhinovirus. Co-localizacion de citoqueratina 14 
(tenido mediante IFI con isotiocianato de fluoresceina en color ver- 
de) y antigeno VP2 de la capside de rhinovirus (tenido con Alexa- 
fluor-568 en rojo) en celulas basales. La expresion de antigenos 
virales se observa tanto en celulas que expresan citoqueratina 14 
(indicadas con flechas), como en aquellas que carecen de dicho 
marcador (senaladas con puntas de flechas). El color amarillo re- 
sulta de la co-localizacion de la citoqueratina 14 y el antigeno VP2. 
De: Jakiela B, et al. Am J Respir Cell Mol Biol. 38: 517-23, 2008. 
Reproducido con autorizacion. 


Las celulas endoteliales participan en la patogenia de la infec- 
cion del SNC ya sea a traves del pasaje pasivo trans-endotelial de 
leucocitos y monocitos que transportan virus (como se observa en 
las infecciones producidas por sarampion, parotiditis, togavirus y 
lentivirus) o bien como sitio activo de la replication viral (segun se 
demostro en infecciones por enterovirus, togavirus y bunyavirus). 

3.3.2 Invasion viral hepatica 

La patogenia de la invasion hepatica esta intimamente vinculada a 
la interaction entre el virus infectante y las celulas macrofagicas 
sinusoidales (celulas de Kiipffer). Asi, pueden observarse cuatro si- 
tuaciones disimiles: 1 ) las celulas de Kiipffer no captan los virus; 2) 
los macrofagos captan los virus y producen su inactivation; 3) los 
macrofagos captan los virus y los transfieren a hepatocitos; y 4) los 
virus replican en celulas macrofagicas y / o endoteliales. La falta 
de captation viral por parte de los macrofagos hepaticos favorece 
la viremia persistente. Sin embargo, la mayorfa de los virus que 
producen viremia son inactivados por dichas celulas. En algunos 
casos, se produce la transferencia viral pasiva hacia los hepatoci- 
tos. Si estos no son permisivos para un virus dado, este no replica- 
ra aunque podra ser eliminado por el conducto biliar (tal como se 


observa en la infeccion experimental intravenosa de primates con 
virus polio). La presencia de receptores celulares para virus en los 
hepatocitos permite tambien la entrada de virus que se multiplican 
en ellos, induciendo el desarrollo de hepatitis (hepatitis A, B, C y 
E, fiebre amarilla, HCMV, EBV, etc.). Algunos virus seran enton- 
ces liberados al conducto biliar (por ej. hepatitis A y hepatitis E) o 
bien transportados nuevamente al torrente sanguineo (hepatitis B y 
hepatits C). Finalmente, algunos virus pueden replicar en macrofa- 
gos hepaticos y a partir de alii invadir el torrente sanguineo o bien 
infectar hepatocitos (fiebre amarilla). Vease el capftulo 24.1 para 
analizar la modulation inmunologica de las infecciones por virus 
hepatotropicos primarios. 

3.3.3 Diseminacion viremica a otros organos o tejidos 

La diseminacion viremica a organos y tejidos (Figura 5.2) puede 
ocurrir ademas a sitios tan disimiles como las glandulas salivales, 
mamarias, la pituitaria o la tiroides, timo, pancreas, testiculos, ririo- 
nes, suprarrenales, tracto respiratorio, musculos, articulaciones o 
piel. A su vez, algunos virus pueden atravesar la barrera placentaria 
y causar infecciones en el producto de la conception. La patogenia 
de las infecciones virales en dichos compartimentos se describira 
individualmente en capftulos posteriores. A continuation, solo se 
mencionaran algunos comentarios de ejemplos ilustrativos. 

La presencia de virus en las glandulas salivales puede o no 
ir acompaiiada de cambios inflamatorios, como se observa en la 
infeccion por virus parotiditis o FICMV, respectivamente. La repli- 
cacion de este ultimo tambien en tejido glandular mamario explica 
su excretion a traves de la leche matema. 

Entre los virus que se han visto asociados a pancreatitis se pue- 
den mencionar: Coxsackie B, rubeola y parotiditis. La infeccion 
de las celulas beta conduce ocasionalmente a hiperglucemias en el 
hombre. Sin embargo, su frecuencia real se desconoce. El pancreas 
puede tambien participar en la infeccion persistente por FIBV. 

La invasion renal habitualmente involucra infeccion de las ce- 
lulas epiteliales tubulares. Los virus que replican en esas celulas 
pueden ser a su vez excretados por orina. Este hecho puede ser 
aprovechado para su diagnostico mediante tecnicas para detection 
de antigenos o acidos nucleicos. Entre los virus que se excretan por 
orina debe mencionarse los virus BK, FICMV, sarampion y Junfn. 
Sin embargo, el compromiso renal en las infecciones virales no esta 
habitualmente asociado a la infeccion directa de celulas, sino al de- 
posito de complejos inmunes en los glomerulos. Dicha situation se 
ha descripto en la hepatitis B, la hepatitis C y la rubeola, entre otras. 

La participacion del arbol respiratorio como resultado de la 
diseminacion viremica se observa frecuentemente en el curso de 
algunas infecciones generalizadas como las producidas por viruela 
(ya erradicada), sarampion, FICMV, varicela-zoster en inmuno- 
comprometidos, rubeola, etc. 

Los cuadros anatomopatologicos pueden corresponder a neu- 
monitis intersticiales, neumonfas o bronquitis. 

Las orquitis virales se asocian frecuentemente al virus paro- 
tiditis, aunque tambien se ha observado en relation a infecciones 
por Coxsackie B. 

Las miositis virales en el hombre son generalmente causadas 
por togavirus, Coxsackie B y virus influenza. A su vez, se ha de- 
mostrado la participacion de Coxsackie B, influenza y erythrovirus 
(parvovirus) humano B19 en pacientes con dano miocardico. 

El compromiso articular en las infecciones virales puede de- 
berse a la presencia de virus infeccioso (como se observa en el 
curso de la infeccion rubeolica) o al deposito de inmunocomplejos 
(como por ejemplo el que se produce en el curso de la infeccion 
con HBV). El erythrovirus B19 es el agente causal debrotes de eri- 
tema infeccioso (5ta. enfennedad) acompaiiados de artritis y crisis 
anemicas aplasicas. En la rubeola, asf como en la infeccion por el 
parvovirus B19, o por ciertos alfavirus, la artritis es una manifesta- 
tion caracterfstica. La artritis no es inusual luego de las infecciones 
por HIV, HCV, HCMV y EBV. 

En ciertas infecciones virales, la aparicion de exantemas en la 
piel puede atribuirse al deposito de inmunocomplejos, aunque tam- 
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Libres 


Asociados a celulas 


en plasma 

Eritrocitos 

Linfocitos 

Monocitos 

Plaquetas* 

Enterovirus 

Virus de la fiebre por 

HCMV 

Viruela 

LCM 

Togavirus 

HBV 

HCV 

HIV 

garrapatas de Colorado 

Epstein-Barr 

HHV-6 

HHV-7 

HHV-8 

Rubeola 

Parotiditis 

HBV 

HCV 

HIV 

HTLV 

LCM 

GBV-C 

HIV 

HCV 

Dengue 


Tabla 5.3. Transporte de virus en sangre: algunos ejemplos. HBV: virus hepatitis B; HCV: virus hepatitis C; HHV: virus herpes huma- 
no (tipos 6, 7 u 8); HTLV: virus de la Leucemia T humana; LCM: virus de la coriomeningitis linfocitaria; GBV-C: virus GB (iniciales de un 
cirujano cuyo suero estaba infectado por este virus) tipo C. *HIV, HCV y la cepa patogena XJ de virus Junin infectan megacariocitos, lo 
cual se puede asociar a eventos de trombocitopenia por diversos mecanismos. 


bien puede detectarse virus infeccioso en algunos casos. En otras 
virosis, la participacion de la inmunidad celular en el desarrollo del 
exantema no ha sido definitivamente establecida. 

Entre los virus que probablemente producen exantema por de- 
posito de inmunocomplejos se pueden mencionar al virus dengue y 
al HBV, este ultimo en el estadio prodromico de la enfermedad. Se 
ha demostrado la presencia de virus en las lesiones exantematicas 
causadas por rubeola, virus ECHO 4, 6, 9 y 16 y por Coxsackie A9, 
A16, A23 y B5, aunque no se produce liberation de dichos agentes 
al exterior. Obviamente, ello implica que la obtencion de muestras 
con fines diagnosticos no debe efectuarse a partir del exantema. 
La patogenia del exantema sarampionoso pareceria estar principal- 
mente mediado por una respuesta de inmunidad celular, ya que la 
lesion maculo-papular de la piel no se observa en pacientes con 
significativo deficit de la respuesta linfocito T-dependiente. Los 
focos de replication del virus sarampion en la epidermis quedan 
restringidos a zonas proximas a los vasos sanguineos y no se libera 
virus al exterior. 

Por el contrario, la presencia de virus en piel en lesiones vesi- 
culosas (herpes simplex, varicela-zoster) facilita su diseminacion 
al exterior. En estos casos es posible aislar el virus en las lesiones. 
Recuerdese que la localizacion cutanea del virus del herpes sim- 
plex en las lesiones recurrentes o del virus varicela-zoster en los 
episodios de zoster, no se deben a la diseminacion viremica sino al 
transporte de virus por via nerviosa (vease el epigrafe de la Figura 
5.2 y el item 3.4). 

El empleo de animales de experimentation ha permitido di- 
lucidar fehacientemente la participacion de algunos organos en la 
patogenesis de ciertas virosis. A continuation se mencionan dos 
ejemplos ilustrativos. 

El efecto de una infection viral en la hipofisis y el timo file es- 
tudiado en ratones inoculados experimentalmente con arenavirus. 
Se ha observado que ratones persistentemente infectados con el vi- 
rus LCM tienen afectada la production de hormona de crecimiento 


sin que medie dafio histologico aparente. A su vez, la infection con 
virus Junin de celulas tunicas en ratones recien nacidos se asocia 
a persistencia viral en el SNC. En estos animales, la imposibilidad 
de sus linfocitos T de inducir una respuesta efectora en el SNC 
contrasta con la meningoencefalomielitis T-dependiente que se ob- 
serva habitualmente en ratones lactantes de 2 a 5 dias de edad. 

3.3.4 Diseminacion viral transplacentaria 

La transmision viral transplacentaria (vertical) es un evento cir- 
cunscripto a pocos virus en el ser humano (Tabla 5.1). Se des- 
conoce el mecanismo patogenico de la invasion fetal, aunque la 
localizacion viral previa en los vasos placentarios pareceria ser un 
paso necesario. Habitualmente se pueden detectar focos localiza- 
dos de infection placentaria en la rubeola o en la enfermedad cito- 
megalica. Similares hallazgos fueron descriptos anteriormente en 
la infection por viruela. El espectro de manifestaciones clmicas en 
el feto es variable. En los primeros meses de gestation, el feto es 
incapaz de montar una respuesta inmune. En contraposition, hacia 
la mitad del embarazo, pueden detectarse IgM, IgG, IgA, linfoci- 
tos T, celulas NK e interferon en tejidos infectados, cuyo grado de 
participacion en la limitation o eventual agravamiento de las infec- 
ciones virales aun se desconoce. Sin embargo, el feto muestra una 
significativa capacidad para reparar y compensar el dano histico. 
Es por ello que si el virus no es muy citocidico, el feto sobrevivira. 
Caso contrario, el resultado de la infection es la muerte fetal y el 
aborto. Las consecuencias de la infection intrauterina son depen- 
dientes del momento de la infection, del agente etiologico y de la 
respuesta del hospedero. 

Como resultado de la infection rubeolica puede producirse un 
efecto teratogenico en el producto de la conception o indutirse el 
aborto. Existe aproximadamente un 80 % de riesgo de ocurrencia de 
malformaciones congenitas cuando la infection se produce en los 
tres primeros meses del embarazo. Dado que la organogenesis ocurre 
hasta las 20 semanas, dichas malformaciones son improbables mas 
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Figura 5.13. La expresion de la capside del virus rubeola induce la formacion de zonas electron-densas entre mitocondrias. 

Celulas HEK293TRC 2B transfectadas con el gen de la capside de rubeola en forma estable e inducible fueron propagadas en presencia 
o ausencia del inductor doxiciclina (dox) durante 24 horas. (A): Western blot de lisados celulares utilizados para detectar la expresion de la 
capside viral mediante de anticuerpos especificos. (B-E): Celulas propagadas en ausencia (B) o presencia (C-E) del inductor durante 48 hs. 
antes de la fijacion para M.E. Las celulas no inducidas (no expresan la capside de rubeola) exhiben morfologia normal de las mitocondrias. 
En las celulas inducidas se observa la formacion de places electron-densas entre mitocondrias adyacentes. La barra indica 500 nm. De: 
Corpus Beatch MD, et al. J Viro\ 79: 10807-20, 2005. Reproducido con autorizacion. 
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Figura 5.14. infeccion transplacentaria por citomegalovirus humano (HCMV). Replication del HCMV en explantos de placenta de- 
pendiente del tltulo de anticuerpos neutralizantes maternos. STB: Sinciciotrofoblasto; CTB: Citotrofoblasto; MO: Macrofago; VC: Villus core 
(centra de la vellosidad); fib: Fibroblastos del estroma. De: Maidji, et al. Am J Pathol. 1 68(4): 121 0-26, 2006. Reproducido con autorizacion. 


alia de este momenta, aunque se produzca entonces la infeccion del 
feto. En la infeccion rubeolica congenita hay una interferencia en 
el proceso de formacion de organos vitales (corazon, cerebro, ojos, 
oidos, etc.) con la consiguiente afectacion fimcional de los mismos. 
Paradojicamente, aunque puede detectarse al virus rubeola en multi- 
ples organos, las celulas infectadas son escasas y estan agrupadas en 
focos. Aunque el mecanismo ultimo de lesion de los organos fetales 
no ha sido establecido, se han observado en estudios in vitro con 
celulas de embrion humano, rupturas cromosomicas e inhibition de 


la mitosis normal. Se ha postulado la participation de la replicasa 
viral P90 en la induction de eventos apoptoticos, mediados por su 
union a la protelna regulatoria de la citoquinesis (Citron-K quinasa), 
lo cual deviene en la detention del ciclo celular luego de la fase S, 
generando un estado de tetraploidfa que podrfa promover la muerte 
celular programada mediada por caspasas. Tambien se han docu- 
mentado alteraciones morfologicas en las mitocondrias (formacion 
de estructuras electron-densas que se enfrentan -entre otras locali- 
zaciones- entre la membrana externa mitocondrial y la del retlculo 
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endoplasmico; figure 5.13), agrupamiento mitocondrial alrededorde 
los complejos de replication viral, y despolimerizacion de los fila- 
mentos de actina. Estas alteraciones muy probablemente desempe- 
nen un rol en la teratogenesis. 

El HCMV es el agente etiologico de la primera causa mun- 
dial de infecciones congenitas. Aproximadamente un 0,2-2, 3% de 
todos los nacidos vivos exhiben infeccion congenita por HCMV 
y un porcentaje variable de ellos (10-15%) padece sintomas al 
nacer, aunque las secuelas neurosensoriales y psicomotoras pue- 
den tambien observarse ulteriormente en un 10% de los neonatos 
asintomaticos. La infeccion congenita por HCMV es la causa mas 
importante que puede conducir a un dano del desarrollo del SNC, 
que incluye retardo mental, perdida de la audition y de la vision. El 
recien nacido sintomatico exliibe frecuentemente la triada ictericia, 
hepato-esplenomegalia y petequias, aunque puede observarse tam- 
bien microcefalia, ventriculomegalia y calcificaciones intracranea- 
les. La infeccion congenita puede ocurrir en el transcurso de la pri- 
moinfeccion matema o -con mucho menor frecuencia- como con- 
secuencia de una reactivacion viral asociada a inmunosupresion 
(por ejemplo, en pacientes con trasplante de medula osea o rinon). 
Los anticuerpos anti-HCMV matemos modulan la transmision 
vertical, segun su titulo, actividad neutralizante y avidez. Bajos ti- 
tulos de anticuerpos -frecuentemente dirigidos contra epitopes de 
protelnas que no generan anticuerpos neutralizantes- la facilitan, 
al promover el pasaje viral al citotrofoblasto mediante transcito- 
sis de las veslculas endoclticas a traves del sinciciotrofoblasto uti- 
lizando el receptor neonatal para Fc. Los viriones asociados son 
luego capturados por macrofagos, desde donde se propagan hacia 
el estroma (Figure 5.14). En contraposition, elevados titulos de 
IgGl neutralizantes de alta avidez, se unen a la glicoproteina gB 
de envoltura viral, formando complejos que son transportados en 
caveolas, luego captadas por macrofagos en el citotrofoblasto sin 
infectarlos productivamente ( vease item 5.1), asociandose ello a 
protection. El HCMV promueve la degradacion de receptores para 
el factor de crecimiento derivado de plaquetas ( Platelet Derived 
Growth Factor) a y (3 en fibroblastos y celulas de musculo liso. 
Dicho factor induce la diferenciacion de estas ultimas, promovien- 
do el cambio de su fenotipo contractil a uno secretor del propio 
PDGF. La degradacion de sus receptores conduce a defectos en el 
desarrollo del SNC, aparato cardiovascular y organos epiteliales 
del feto mediante falla en la diferenciacion, migration y/o prolife- 
ration celular y alteraciones en el deposito de matriz extracelular 
de un gran espectro de celulas mesenquimatosas, gliales y migra- 
torias. Tambien se ha postulado que el dano histico del SNC podria 
atribuirse parcialmente a otros factores, tales como la infeccion 
endotelial que se asocia a las vasculitis que condicionan el flujo 
sangulneo, la alteration de la maduracion de celulas neuronales y 
gliales, y a la propia respuesta inflamatoria. 

La infeccion congenita por erythrovirus (parvovirus) humano 
B19 ha sido fehacientemente documentada: la incidencia de la in- 
feccion primaria durante el embarazo se estima en el 1-5% de los 
embarazos, y la subsiguiente transmision transplacentaria del 24- 
33%. Teniendo en cuenta la intensa viremia materna (~10 n copias 
genomicas / ml de suero) y el requerimiento viral por las celulas 
en division, se ha postulado que el resultado de dicha infeccion 
congenita se asociaria todavia mas frecuentemente con abortos es- 
pontaneos o muerte fetal que con anormalidades fisicas. El recep- 
tor celular para el virus es el globosido P, el que esta presente en 
trofoblasto, celulas progenitoras de la serie eritroide, miocardioci- 
tos, celulas endoteliales y megacariocitos. La infeccion de celulas 
susceptibles pero no permisivas del trofoblasto promueve eventos 
apoptoticos mediados por caspasas, que se asocian a la muerte fe- 
tal. La grave anemia fetal debido a la infeccion de celulas eritroides 
progenitoras -especialmente en la fase hepatica de la eritropoyesis 
fetal que acontece entre las 1 1 y 23 semanas de gestation- se aso- 
cia a falla cardlaca y al consiguiente hidrops fetalis no inmune. 
Asimismo, la infeccion de celulas miocardicas desencadena una 
miocarditis que agrava la falla del organo. Tambien pueden ocurrir 
anomallas neurologicas. El riesgo de un desenlace desfavorable 


para el producto de la conception es maximo si la infeccion prima- 
ria matema ocurre en los dos primeros trimestres de la gestation, 
aunque puede acaecer tambien en el ultimo trimestre. 

La transmision del HIV de la madre (no tratada con antirre- 
trovirales) al hijo (independientemente de la via) ocurre en el 12- 
45% de los casos, dependiendo de factores demograficos, geogra- 
ficos y epidemiologicos de las cohortes estudiadas. Para ello se 
reconocen tres posibles vias de contagio: la intrauterina (transpla- 
centaria), la que ocurre durante el momenta del parto (connatal) 
y la que tiene lugar posparto a traves de la alimentation lactea. 
Aunque la mayoria de las infecciones madre-hijo por HIV acon- 
tecen al momenta de atravesar el canal de parto (~80%), un 1,5- 
2% ocurre por via transplacentaria. Se postula que en la transmi- 
sion viral al feto intervienen factores virales (tropismo viral, cam- 
bios en el gen env), maternos (estado inmune, abuso de drogas, 
nivel de anticuerpos) y vinculados al embarazo (integridad de la 
placenta, viriones en el fluido amniotico, transferencia de celu- 
las maternas o anticuerpos, etc.). La transmision transplacentaria 
puede ocurrir a traves de celulas endoteliales CD4 + o de celulas 
de Hofbauer CD4 + (celulas de estirpe macro fagica que ademas de 
DC-SIGN, tambien expresan los correceptores para HIV CCR5 y 
CXCR4) presentes en el centro de las vellosidades corionicas. La 
presencia de la molecula DC-SIGN en celulas de placenta permi- 
te la infeccion en trans (trans-infeccion) de celulas que expresan 
CD4 o receptores para quimioquinas. Las celulas trofoblasticas 
pueden ser bianco de la infeccion viral y/o pueden ser utili- 
zadas por el virus para transportarse mediante transcitosis 
a traves de la barrera placentaria. La transmision vertical del 
HIV por ambos mecanismos puede ser promovida o inhibida por 
factores vinculados al fenotipo viral y al microambiente celular, 
influido por citoquinas y quimioquinas. La transmision del HIV 
esta asociada a la selection de variantes genotipicas (pudiendo 
ser aun minoritarias en la madre) que evaden la presion de selec- 
tion de la respuesta inmune materna. Estudios in vitro documen- 
taron que el pasaje transplacentario esta modulado por la activa- 
tion celular producida por el contacto intercelular, lo que regula 
los niveles de RANTES y MIP-1 (1, asi como por TNF-a e IL-8, 
los que disminuyen o aumentan, respectivamente, la production 
viral en el trofoblasto. 

3.4 Diseminacion neural 

Ya se ha mencionado que la diseminacion viral al SNC no solo se 
produce a traves de los vasos, sino tambien a traves del pasaje por 
la barrera hematoencefalica en las meninges y en el plexo coroi- 
deo. La diseminacion viral puede ocurrir tambien a traves de los 
nervios perifericos. En este caso, los virus pueden ser transporta- 
dos por una de las siguientes cuatro vlas: 1) a traves de los axones; 
2) a traves de las celulas de Schwann; 3) desplazandose por los es- 
pacios interaxonicos; y/o 4) a traves de los linfaticos perineurales. 

En el hombre, los virus herpes simplex y rabia se desplazan a 
traves de axones. La diseminacion por esta via es un proceso lento: 
se ha determinado experimentalmente en ratones que la velocidad 
de transporte de particulas de herpes simplex es de 2 a 10 mm por 
hora. El lento transporte de particulas virales (solo por via axonica) 
para alcanzar el encefalo, la riqueza de la inervacion tisular y la 
distancia axonal a recorrer determinan el periodo de incubation de 
la rabia (habitualmente alrededor de un mes, aunque puede variar 
entre una semana y un ano). 

El transporte retrogrado a traves de los axones se produce por 
action de las moleculas de dineina asociadas a los microtubulos; 
estas transportan las particulas virales desde las terminales senso- 
riales hacia el nucleo neuronal (via axonal retrograda). De manera 
inversa, en la reactivacion los componentes de la estructura viral 
(capside, glicoproteinas de envoltura, etc.) son transportados por 
via axonal anterograda a traves de los microtubulos asociados a 
protelnas de la familia de las quinesinas, mediante la union directa 
con estas proteinas del citoesqueleto o viajando dentro de endoso- 
mas (Figure 5.15). 
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TRANSPORTE ANTEROGRADO 



Figura 5.15. Transporte axonal del virus herpes simplex en neuronas. Luego de la infeccion de las neuronas sensoriales, las capsides 
virales son transportadas en sentido retrogrado hacia el nucleo celular a traves de los microtubulos, probablemente mediante las moleculas 
de dineina. Luego de la reactivation viral, las capsides conteniendo el DNA genomico viral y las glicoproteinas de la envoltura viral son 
transportadas en forma independiente en sentido anterogrado a traves de los microtubulos, probablemente por las moleculas de quinesina. 


Corpus 4. TRANSMISION DE VIRUS AL EXTERIOR DEL ORGANISMO 

Editorial 

La secuencia de eventos para la mantencion de un virus determi- 
nado en la naturaleza comprende la liberation viral de la celula, la 
salida del hospedero, el transporte a traves del medio ambiente en 
una forma viable y la apropiada entrada en un nuevo hospedero 
susceptible. 

Algunos virus son liberados de las celulas al final del ciclo re- 
plicativo, otros no completan este ciclo, y un tercer grupo no egre- 
san eficientemente. 

La transmision a un nuevo hospedero es dependiente de varios 
factores: 1) cantidad de virus diseminado o vehiculizado; 2) estabi- 
lidad viral en el medio ambiente; 3) presencia de vectores transmi- 
sores (imprescindibles en el caso de arbovirus); 4) disponibilidad 
de hospederos susceptibles; y 5) constitution genetica del virus y 
el hospedero. A continuation se comentan brevemente solo los dos 
primeros factores. 

Las probabilidades de transmision son mayores si el numero 
de viriones es elevado. Por ejemplo, es sabido que cada mililitro 
de sangre puede contener hasta aproximadamente 10 7 partfculas de 
Dane (infectantes) del HBV. Teniendo en cuenta que son necesarias 
solo 100 (10 2 ) viriones para infectar a un chimpance susceptible 
(no inmune) de 40-50 kg de peso, ello implica que solo con 0,01 
pL de sangre podria lograrse tal efecto. Por ello, cantidades aun in- 
visibles de dicho fluido pueden contaminar agujas y ser suficientes 
para transmitir el virus en poblaciones humanas vulnerables (por 
ejemplo, usuarios de drogas ilicitas por via endovenosa). 

De manera analoga, la presencia de 1 0 9 - 1 0 1 1 partfculas de ro- 
tavirus por gramo de materia fecal excretada (virucopria) consti- 
tuyen una fuente importante de virus para asegurar la transmision 
fecal-oral a susceptibles. En la transmision del virus rabia, se ha 
demostrado que las mordeduras de zorros son mas infecciosas que 
las producidas por perros, ya que contienen 10 veces mas virus que 
los ultimos en sus glandulas salivales (10 6 - 9 vs 10 5 - 6 DL 50rat6n / g de 
glandula salival respectiva). 

La transmision del HCMV a traves de leche materna se ve fa- 
vorecida por el volumen del fluido que es ingerido por el lactante 


a pesar de observarse un titulo bajo de virus por mililitro de leche. 

Diferentes virus poseen distinta susceptibilidad al medio ex- 
temo: temperatura, desecacion, pH, etc. A modo de ejemplo, baste 
recordar que los rhinovirus mantienen su infectividad casi intacta 
al cabo de 3 horas luego de depositarse a traves de aerosoles o por 
medio de manos contaminadas en objetos diversos. Ello implica 
que su transmisibilidad no esta circunscripta a la diseminacion ae- 
rogena sino que tambien acaece a traves de utensilios contamina- 
dos. Un estudio efectuado mediante aislamiento viral a partir de 
costras demostro que el virus de la viruela (enfermedad ya erra- 
dicada de la Tierra) es capaz de persistir viable en condiciones 
naturales durante al menos 13 anos. Esta viabilidad viral es muy 
superior a la observada, por ejemplo, en cadaveres de individuos 
infectados con HIV mantenidos a 4° C (dias-un par de semanas) 
o en aguas contaminadas con el virus hepatitis A a temperatura 
ambiente (3 a 10 meses). 

Los virus pueden transmitirse a otro hospedero a partir de las 
siguientes fuentes: secreciones respiratorias, saliva, heces, orina, 
secreciones genitales, leche, sangre o piel. 

En determinados casos, la replication del virus ocurre en or- 
ganos que no le son utiles, a los efectos de mantener el ciclo en la 
naturaleza: por ejemplo, es el caso de la multiplication viral en el 
SNC observada en infecciones por virus polio o por arbovirus, o 
en la orquitis por virus parotiditis o por Coxsackie B, o en la mio- 
carditis por este ultimo agente (Figura 5.2). Un ejemplo extremo y 
fascinante a la vez fue descubierto por Daniel Carleton Gajdusek 
en la tribu Fore de la isla de Guam, Nueva Guinea. Este investiga- 
dor pudo establecer la relation entre una enfermedad neurologi- 
ca siempre letal -conocida como kuru y solo observada en dicha 
poblacion- y sus rituales canibalfsticos. El agente posteriormente 
aislado solo se transmitfa -luego de un perfodo de incubation pro- 
longado de hasta 30 anos- por ingesta de encefalos de familiares 
(ejemplo de infeccion lenta del SNC). La presencia de un agente 
infeccioso fue demostrada mediante inoculation de homogeneiza- 
dos de encefalos humanos a primates no-humanos, tambien luego 
de un prolongado perfodo de incubation. Estos hallazgos permitie- 
ron evitar nuevos casos de kuru en nacidos a partir de 1957 (al mo- 
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Figura 5.16. Formacion de sincicios in vitro. A. Infection de celulas PH con virus sincicial respiratorio. B. Infection de celulas GHOST 
con HIV-1. Gentileza de la Dra. Gabriela Turk. Depto. Microbiologia, Parasitologla e Inmunologla. Facultad de Medicina, UBA. 


dificarse los ritos caniballsticos de la tribu), le valieron a Gajdusek 
el premio Nobel de Fisiologla o Medicina en 1976 y abrieron las 
puertas a los asombrosos descubrimientos del neurologo Stanley B. 
Prusiner (premio Nobel de Fisiologla o Medicina en 1997), quien 
propuso el termino prion para definir a protelnas infecciosas que 
se propagan en ausencia de acido nucleico asociado a ellas, como 
agente etiologico de infecciones lentas degenerativas del SNC. 

5. EfECTOS DE LA INFECCION VIRAL SOBRE LAS CELULAS 

La naturaleza intrinseca de los virus los convierte en parasitos in- 
tracelulares obligatorios para su replication ya que necesitan de la 
maquinaria celular de biomoleculas y procesos metabolicos. 

El resultado de la interaction especlfica entre un virus y una 
celula determinada puede ser evaluado en funcion de los procesos 
de replication viral y del efecto producido en la celula hospedera. 
En contraste con la relativa sencillez para reconocer y cuantificar 
biomoleculas virales, el estudio de los efectos biomoleculares pro- 
ducidos en la celula es dificultoso y en muchos casos no han sido 
dilucidados aun. Sin embargo, en algunos casos es posible observar 
a la luz del microscopio optico y electronico las alteraciones mor- 
fologicas que inducen algunos vims en ciertas celulas. 

El resultado de la infection viral puede detectarse en muchos 
casos mediante la observation al microscopio optico del efecto 
citopatico del vims. Es una forma de detectar la replication viral. 
La action citopatica (ACP) viral puede demostrarse en cultivos 
celulares in vitro (vease el capitulo 1 : por ejemplo, formacion de 
placas) o en tejidos in vivo. Como resultado de la ACP pueden ob- 
servarse redondeamiento celular, formacion de sincicios o de cuer- 
pos de inclusion y muerte celular por necrosis y/o apoptosis. 

Las manifestaciones tempranas de la ACP en cultivos celulares se 
producen por el edema celular asociado con alteration de la permeabi- 
lidad de la membrana. Elio se asocia a cambios en el retlculo endoplas- 
mico, polirribosomas y mitocondrias que constituyen las bases del re- 
dondeamiento celular. En las etapas finales se produce la marginacion 


cromatlnica hacia el borde del nucleo y su condensation (picnosis). 
Habitualmente, las celulas mueren por necrosis, una respuesta patolo- 
gica que implica aumento dramatico del tamano celular que conduce 
a la lisis. El proceso necrotico es iniciado por un dano celular que pro- 
duce el desequilibrio osmotico, fundamentalmente asociado al ingreso 
de Ca^, con la consiguiente inhibition de ciertos procesos (sintesis de 
ATP) y estimulacion de otros (proteolisis). 

La lisis celular es el resultado de 3 procesos: 1) interferencia 
de la biosintesis de macromoleculas celulares; 2) alteration de la 
funcion de la membrana plasmatica; y 3) liberation de enzimas 
hidrolfticas degradativas desde las membranas lisosomales. 

Algunos virus (por ejemplo, vims sincicial respiratorio, pa- 
rainfluenza, HCMV, HIV, herpes simplex, sarampion, entre otros) 
pueden producir la fusion de membranas celulares como resulta- 
do de lo cual se forma una masa citoplasmatica que puede conte- 
ner multiples nucleos: son los sincicios gigantes. La formacion de 
sincicios in vitro (Figura 5. 16. A y B), no implica necesariamente 
su ocurrencia en todos los sustratos celulares, ni tampoco in vivo, 
aunque tambien se observan en algunos casos (vease el Item 6.3. 
Mecanismos directos de lesion). 

En otras infecciones virales se forman areas celulares cuya tin- 
cion esta alterada: son producidas por los cuerpos de inclusion. Elios 
pueden corresponder a acumulos cristalinos de partfculas virales 
como se observa en las inclusiones intranucleares de poliomavirus 
y herpesvirus o pueden representar fabricas de sintesis y ensamblaje 
de componentes subvirales como se observa en los cuerpos acido- 
filos intracitoplasmaticos de neuronas infectadas por el vims rabia 
(cuerpos de Negri; vease la figura 14 del capitulo 9). En otras oca- 
siones corresponden simplemente a depositos de antfgenos virales 
sintetizados en exceso, como se visualiza con algunos de los cuerpos 
de inclusion formados en celulas infectadas. 

Algunos virus pueden inducir la apoptosis de las celulas que 
infectan (aun aquellas de la respuesta inmune), o inhibir dicho pro- 
ceso. Un mismo vims puede poseer protelnas (u otras moleculas) pro- 
y anti-apoptoticas, las que se pueden tornar operativas en diferentes 
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B. Neurona sensorial 
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Figura 5.17. Infeccion lit ica en celulas epiteliales y latente en neuronas sensoriales por herpes simplex. A. En la infeccion litica, la 
proteina VP16 (a-TIF) forma un complejo con la proteina celular HCF ( Host Cellular Factor) y con el factor transcripcional celular Oct-1 que 
reconoce secuencias octamericas TAATGARAT presentes en los promotores de genes inmediato-tempranos del DNA viral -ubicado como 
episoma en el nucleo-, promoviendo su transcripcion. B. En las neuronas, la proteina celular de respuesta al estres denominada Zhangfei 
inhibe a VP16 (probablemente mediante la participation de otras proteinas) en un modo HCF-dependiente, impidiendo la formation del 
complejo ternario HCF-VP16-Oct-1. El activador celular Oct-2 presente en el nucleo neuronal no se une a VP-16. 


momentos de la infeccion de una celula o expresarse diferencialmen- 
te en diversas estirpes celulares. Este tema se desarrolla en detalle en 
el capltulo 8; a continuation solo se mencionan un par de ejemplos. 
Algunas cepas del virus influenza tipo A expresan una proteina deno- 
minada PB 1 -F2 que induce la apoptosis mitocondria-dependiente de 
celulas de estirpe monocftica, lo que contribuye a la vimlencia viral. 
Dicha proteina estuvo presente en todos los eventos de pandemia por 
influenza observados en el siglo XX, y lo esta en casi todas las cepas 
de origen aviar. A su vez, influenza expresa otra proteina no estructu- 
ral denominada NS1 que inhibe la actividad proapoptotica antiviral 
inducida por el sistema Interferon. Asombrosamente, los transcriptos 
LATs (RNAde polaridad anti-mensajero) de herpes simplex inhiben 
la apoptosis de aquellas neuronas en las que el virus permanece la- 
tente durante la vida del individuo persistentemente infectado (vease 
mas adelante el Item 5.2.1). 

Como resultado de la interaction virus-celula pueden presen- 
tarse 3 situaciones: 1) infeccion viral productiva asociada o no a 
lisis celular; 2) infeccion viral no productiva con replicacion viral 
bloqueada; y 3) infeccion celular con baja y continua production 
de virus. 

5 . 1. Infeccion productiva 

En muchas infecciones virales se produce la multiplication del 
agente hasta alcanzar elevados tftulos en celulas permisivas, con 
eventual inhibition de la maquinaria biosintetica celular que re- 
sulta en la lisis de aquellas. Se observa tal efecto, por ejemplo, en 
la infeccion de motoneuronas por poliovirus. Sin embargo, la in- 


feccion productiva de celulas permisivas con ciertos virus -aun en 
elevados tftulos- no se acompana necesariamente de lisis celular. 

La permisividad celular implica no solo la existencia del recep- 
tor especifico para el virus, sino tambien de un medio intracelular 
propicio que permita la prosecution de los procesos de replication 
genomica, transcripcion y expresion de sus genes. 

Asi, por ejemplo, se ha demostrado en tejidos humanos una 
elevada concentration de RNAm para el receptor del virus polio en 
hfgado, pulmon y corazon, mientras que sorprendentemente este 
mensajero se halla en baja concentration en el cerebro. Dado que 
el hfgado, el pulmon y el corazon no son considerados sitios de 
replicacion habituales del virus polio, estas observaciones sugieren 
que la permisividad hacia el virus no esta meramente vinculada con 
la expresion del receptor viral ( vease el item 1.1.3). 

La falta de permisividad celular para un virus puede ser mo- 
dificada por la coinfection con otro agente (por ejemplo, como se 
observa entre los agentes adeno-asociados en presencia de adeno- 
virus). 

En las infecciones productivas, los cambios necroticos obser- 
vados en las celulas infectadas comienzan a ocurrir frecuentemente 
alrededor del momenta de maxima sintesis de las proteinas estruc- 
turales del virus. Sin embargo, ademas de los efectos promovidos 
por la acumulacion de virus en el interior celular, pueden observar- 
se tambien cambios citopaticos tempranos atribuidos a un efecto 
toxico directo de determinadas proteinas virales. Asi, por ejemplo, 
la proteina de la fibra/pentan de los adenovirus o una proteina del 
tubulo de la superficie del virus vaccinia pueden promover por si 
mismas dichos efectos. 
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Figura 5.18. Actividad de microRNAs (miRNAs) virales que regulan la expresion de genes de los virus herpes simplex 1 (HSV-1) 
y herpes simplex 2 (HSV-2) durante la latencia. Las proteinas virales ICPO (un activador transcripcional inmediato-temprano) e ICP4 
(otro factor transcripcional viral necesario para la expresion de la mayoria de los genes del ciclo litico) no se expresan en las neuronas 
sensoriales, lo que impide el ciclo productivo en ellas, como consecuencia de la inhibicion por miRNAs especificos. La inhibicion de la pro- 
teina ICP34.5 (una proteina clave en la replicacion viral y neurovirulencia del HSV-1 y HSV-2) por miR-l y miR-ll del HSV-2 (o por miR-H3 y 
miR-H4 del HSV-1) permite la sobrevida de las neuronas, una vez que se produjo la infeccion aguda de las mismas. 



Figura 5.19. Ingreso del virus Coxsackie a la celula. El virus utiliza inicialmente el receptor DAF; luego de una senalizacion intracelular 
mediada por su entrecruzamiento citoplasmatico, promueve un reordenamiento del citoesqueleto de actina, lo que transporta a la particula 
viral unida a DAF hasta las uniones estrechas, donde podra interaccionar con el receptor CAR alii presente. Luego de la endocitosis me- 
diada por receptor, Coxsackie es internalizado en caveolas. El virus no puede acceder per se a las uniones estrechas intercelulares para 
alcanzar los receptores CAR. 
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Figura 5.20. Vista espacial de la molecula CD155 (receptor celular) anclada en las proteinas de capside del virus polio. VP1, 
VP2 y VP3 estan coloreados en azul, verde y rojo, respectivamente. De: Zhang P; et al. Proc Natl Acad Sci USA. 105:18284-9, 2008. Re- 
producido con autorizacion. 


En contraposition a lo observado en las infecciones producti- 
vas, algunos vims pueden infectar celulas no totalmente permisivas 

0 aun no permisivas (pero susceptibles). En estos casos, el ciclo de 
multiplication viral queda detenido en alguna de sus etapas: ello da 
lugar a infecciones abortivas. 

5.2. iNFECCldN NO PRODUCTIVA 

El bloqueo de la replication viral en las infecciones no produc- 
tivas puede asociarse a muerte o sobrevida celular. El genoma vi- 
ral puede perderse, o bien puede integrarse como DNA al genoma 
celular o permanecer como episoma. La integracion del genoma 
viral al celular puede alterar las propiedades de crecimiento de la 
celula y producirse la transformacion de las mismas. Esto ocurre 
por ejemplo en la transformacion de linfocitos T humanos al ser 
infectados por los vims HTLV- 1 , agente etiologico de leucemias / 
linfomas T del adulto. En dichas celulas infectadas se detectan 1 a 
3 copias en forma de genoma integrado proviral de modo monoclo- 
nal u oligoclonal. No existen sitios preferenciales de integracion de 
los aproximadamente 9 000 pares de bases del provirus del HTLV- 

1 en celulas malignas provenientes de diferentes pacientes con leu- 
cemia T, lo que sugiere que la tumorigenesis por dicho agente esta 
mas relacionada con la expresion de la proteina transactivadora 
Tax que con eventos de mutagenesis insercional. Los patrones de 
la integracion del genoma proviral de los diversos retrovims estan 
relacionados con la estructura de las respectivas integrasas virales. 

En otros casos de infeccion no productiva, se evidencia una 
escasa expresion del genoma viral: es lo que ocurre en las infec- 
ciones latentes. 

5.2.1. Infeccion latente 

Una infeccion latente esta caracterizada por 4 eventos generales: a) 
ocurre en una celula que no replica, o bien el genoma viral se repli- 
ca conjuntamente con el DNA celular, sin perturbar el ciclo celular; 
b) la expresion de genes virales del ciclo litico esta ausente o es in- 
eficiente; c) la expresion de antigenos virales en la celula infectada 
esta eliminada o restringida; y d) el genoma viral persiste intacto, 
de modo de mantener la total capacidad para promover un ciclo de 
infeccion productiva, que asegure el inicio de la diseminacion viral 
a un nuevo hospedero. En otros terminos, en las infecciones laten- 


tes se documenta una ausencia de progenie viral (como si ocurre 
con las celulas productivamente infectadas), aunque el genoma 
viral mantiene la capacidad para ser reactivado y generar una 
infeccion productiva como resultado de ciertos estimulos. 

Las infecciones latentes mejor conocidas son las producidas 
por herpesvirus. Se ha demostrado que el genoma del virus herpes 
simplex- 1 se mantiene latente como plasmido extracromosomico 
en neuronas de ganglios sensoriales, existiendo 20 copias de DNA 
viral por neurona en ausencia de proteinas virales (detectables). 
Los procesos reguladores virales y celulares no han sido dilucida- 
dos totalmente. Se ha observado que el DNA del genoma viral esta 
hipermetilado, lo cual reduce la expresion genetica. Se ha postula- 
do que el herpes simplex sintetiza productos proteicos capaces de 
regular la formation de eucromatina o heterocromatina, lo que a su 
vez participa en la regulation de la relation infection lltica/latente. 

La transcription del genoma viral del HSV-1 durante la in- 
feccion viral latente en las neuronas de los ganglios sensoriales 
del hombre, esta circunscripta a la region correspondiente al gen 
inmediato temprano ICP0 (Infected Cell Protein 0), donde solo 
es activo el promotor de unos transcriptos de RNA no codifican- 
tes, asociados a latencia denominados LATs ( Latency Associated 
Transcripts), no habiendose detectado (hasta el momenta) la sin- 
tesis de proteina alguna viral. Existen al menos, tres moleculas 
LAT que estan asociadas al establecimiento y mantencion de 
la latencia, mediante la inhibition de la apoptosis neuronal. 
Derivan de un transcripto primario de 8,5 kb mediante splicing 
(corte y empalme) diferencial. La polaridad de las moleculas 
LAT es opuesta a la del RNAm de ICP0. Las moleculas LAT son 
predominantemente no poliadeniladas y se detectan en el nucleo 
de la celula latentemente infectada. En la infeccion latente de 
las neuronas sensoriales (habitualmente ganglio trigemino para 
HSV-1 y ganglios sacros para HSV-2), la expresion de los genes 
inmediato-tempranos esta inhibida, ya que el transactivador vi- 
ral VP 16 (tambien denominado a-TIF (Trans-Inducing Factor ) 
no es funcionalmente activo. Estudios experimentales que per- 
mitieron la construction de virus quimericos del HSV-2 conte- 
niendo LATs del HSV-1, promovieron eventos de reactivation in 
vivo correspondiente al fenotipo HSV-1 (sitio-especifico) en las 
neuronas trigeminales, demostrando el rol crucial de estos trans- 
criptos tambien en la reactivation. Habitualmente, en las celulas 
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epiteliales, VP16 y la protelna HCF ( Host Cellular Factor) de- 
rivada del hospedero, fonnan un complejo que unido al factor 
de transcripcion Oct-1 (que fisiologicamente reconoce secuencias 
octamericas en el genoma celular), se unen a los genes alfa inme- 
diato-tempranos del virus -que tambien contienen dichas secuen- 
cias nucleotfdicas- para comenzar la transcripcion de RNAm del 
ciclo litico. En las neuronas sensoriales, dicho complejo VP-16 
/ HCF / Oct-1 no es activo, merced a la presencia de la protei- 
na Zhangfei, que impide su llegada al nucleo (interactuando con 
VP 16 en un modo HCF-parcialmente dependiente), y por ende la 
transcripcion de los genes inmediato-tempranos del virus (Figura 
5.17). Zhangfei inhibe la union del factor transcripcional Luman 
a HCF, que promueve la localizacion nuclear de este ultimo. 

Los transcriptos LAT del HSV-1 y HSV-2 funcionan como 
precursores de microRNAs virales (miRNAs), unas molecu- 
las de 21-24 nucleotidos que inhiben la expresion de RNAm 
"bianco" mediante la similitud de su secuencia (vease el capitu- 
lo "Mecanismos de defensa"). Dichos miRNAs cumplen un rol 
esencial en la infeccion aguda y en la latencia. Los miRNA de- 
signados miR-I y miR-II del HSV-2 (y miR- H3 y miR-H4 del 
HSV-1), funcionan como una "Have de encendido / apagado" del 
factor de neurovirulencia ICP34.5 (proteina viral que inhibe la 
autofagia neuronal promo vida por la proteina celular Beclina-1, 
asf como tambien limita la respuesta inmune innata mediada por 
la actividad de la PKR). Asimismo, miR-III (HSV-2) y miR-H2 
(HSV-1), respectivamente, silencian el RNAm o inhiben la sin- 
tesis del transactivador ICPO. Otro miRNA no derivado de los 
transcriptos LAT del HSV-1 (miR-H6) inhibe la expresion del 
RNAm de otro activador critico para el ciclo litico viral: ICP4; 
figura 5.18). Esta proteina es -a su vez- bianco de la inmunovigi- 
lancia por parte de los linfocitos T CD8 + en los intentos de reacti- 
vacion viral, a traves de granulos citotoxicos como la granzima B 
(y probablemente tambien la A) sin activacion de las caspasas. De 
lo expuesto se infiere que la latencia del HSV-1 es dependiente 
de 3 factores: 1) el programa de latencia del virus; 2) la fisio- 
logfa neuronal; y 3) la inmunovigilancia de los linfocitos CD8 + 
mediante citoquinas (TNF-a e IFN-y) y granulos que ejercen 
un efecto no citolftico. 

Otros virus que producen infecciones latentes forman parte 
tambien de la familia Herpesviridae, tales como: citomegalovirus 
humano, virus Epstein-Barr, virus varicela-zoster, HHV6, HHV-7 
y HHV-8, Todos ellos exhiben programas particulares de latencia 
en celulas especificas y pueden ser reactivados ante diversos esti- 
mulos (por ejemplo, la inmunosupresion para producir el zoster por 
virus varicela-zoster, o el sarcoma de Kaposi asociado al HHV-8). 

Puede darse el caso de que exista en un hospedero una in- 
feccion productiva en una determinada estirpe celular, y simulta- 
neamente una infeccion latente en otra, lo que ocurre durante la 
infeccion productiva por HIV en macrofagos, linfocitos T CD4 + 
activados, celulas foliculares dendrfticas, etc. versus lo observado 
en algunos linfocitos T CD4 + de memoria, infectados. Estos ulti- 
mos constituyen un reservorio estable de infeccion, resistente aun a 
la administration de la terapia antirretroviral combinada (en ingles, 
Highly Active Antiretroviral Therapy o HAART). Sin embargo, 
dada la activa replicacion del HIV en las celulas inicialmente 
mencionadas, no debe considerarse que el paciente desarrolla 
una infeccion latente a nivel del organismo, considerado como 
un todo. 

5.3. Infeccion viral con escasa 

Y CONTINUA PRODUCClON VIRAL 

En esta categoria se ubica, por ejemplo, la infeccion persistente 
producida por el virus LCM en el raton. Se ha demostrado que 
este virus promueve fascinantes mecanismos de evasion viral a la 
respuesta inmune, modulando tanto los procesos de transcripcion 
y replicacion viral, como la vigilancia inmunologica mediada por 
la interaccion entre celulas dendrfticas y linfocitos T ( veanse los 
captiulos 7 y 25.1). 


6. Algunos aspectos de la relacion virus-celula 

6. 1. CONCEPTOS INTRODUCTORY 

La adherencia del virion a los receptores celulares es mediada por 
estructuras especializadas: "las protefnas de adherencia", presentes 
en multiples copias en el virion. En algunos virus, se produce una 
modification conformacional de dichas proteinas como consecuen- 
cia de su interaccion con el microambiente celular local, lo cual 
permitira su adsorcion y posterior penetracion ( vease el capitulo 
2). Una vez en el interior celular, los virus pueden propagarse en 
ella sin promover cambios visibles al microscopio optico (ausencia 
de efecto citopatico) o bien promover lesiones celulares asociadas 
a su presencia (mecanismo directo) o a la respuesta inmune o no 
inmune del hospedero frente a la infeccion (mecanismo indirecto). 

6.2. Como Ingres a un virus a una celula? 

I Que hace en ella ? 

El encuentro ocurre inicialmente como resultado del azar. 
Siguiendo una formula matematica, la probabilidad de que se pro- 
duzca una infeccion por una partfcula dada resulta de la ecuacion 
[V][R] / [VR], siendo V la cantidad de virus fibres, R, la de recep- 
tores fibres y VR la de receptores unidos a vims. 

Los virus -verdaderos maestros del camuflaje y el engafio- 
deben ingresar a la celula causandole el menor dano posible, dejan- 
do el mfnimo rastro de su ingreso a la misrna para no ser detectados 
por el sistema inmune. La tarea esencial es propagarse desde una 
celula infectada hacia otra no infectada. Para ello debe procederse 
al empaquetado del RNA o DNA viral y de las protefnas accesorias, 
lograr una adecuada protection para persistir en el medio extrace- 
lular e introducir la information genetica viral a una nueva celu- 
la. Como un caballo de Troya, el "intruso" encuentra la "complice 
asistencia" de la vfctima, para lo cual el virus utiliza la informa- 
cion adquirida durante anos de co-evolucion con su hospedero. La 
mayoria de los virus a DNA (a excepcion de los poxvirus) tienen 
por objetivo la replicacion de dicho genoma en el nucleo; por el 
contrario los vims a RNA (a excepcion de los orthomyxovirus y 
los iridovims) lo hacen en el citosol. Para su propagation, los vims 
deben cumplir con un programa de "etapas multiples", donde cada 
una debe ser realizada en un tiempo y lugar especificos. Las etapas 
iniciales de union de la superficie viral a moleculas de superficie 
celular tienen lugar con diferente afinidad. Algunas moleculas ce- 
lulares de adherencia solo permiten la union inicial de las partfcu- 
las (concentrandolas sobre la celula), sin promover la prosecution 
del ciclo de multiplication. Otras moleculas (los receptores), en 
cambio, funcionan como disparadoras de dicho ciclo, activando 
cambios en la estructura metaestable que constituye al virus, 
activando vias de serialization intracelular, lo que favorece la 
fusion y penetracion. En esta instancia, una etapa crucial en el in- 
greso a la celula es el desnudamiento viral, seguido frecuentemente 
por la endocitosis y el transporte del genoma al interior celular. El 
progreso en esta etapa de union a la celula y desnudamiento, esta 
regulado por las "senales subrepticias" o pistas que deja la celula 
para el ingreso: la exposicion a los receptores, la exposicion a un 
pH acido y la reinmersion a un medio ambiente reductor. Para po- 
der responder a dichas senales, algunos de los componentes virales 
(por ejemplo las glicoproteinas de envoltura) existen en una forma 
metaestable, facilmente modificable sin gasto de energia. 

Los vims pueden utilizar mas de un receptor. Mas aun, algu- 
nos vims a RNA pueden modificar con cierta facilidad los ligandos 
de su superficie para la utilization de diferentes receptores, ante 
la ausencia del receptor principal (una genuina adaptation viral), 
aunque ello no siempre ocurre en forma inmediata. Asi, por ejem- 
plo, la hemaglutinina (HI, H2 6 H3) presente en una de las dos 
clases de espfculas glicoproteicas que posee el virus influenza tipo 
A adaptado a la especie humana -y por ende presente en los vims 
actualmente causantes de epidemias (subtipos H1N1 y H3N2)- se 
adsorbe preferentemente a receptores celulares del tracto respi- 
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Figura 5.21. Vi'as endoci'ticas utilizadas por virus. A. Dependiente de colesterol e independiente de dinamina y caveolina; B. Depen- 
diente de clatrina y dinamina. C. Dependiente de colesterol, actina, caveolina y dinamina. LCM: Virus de la coriomeningitis linfocitaria. a-DG: 
a-distroglicano. TfRI: Transferrin receptor 1 .R.E.: Reticulo endoplasmico. Adaptado de: Rojek JM & Kunz S. Cell Microb 10: 828-835, 2008. 
Reproducido con autorizacion. 
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ratorio superior que contienen acido sialico unido a residuos de 
a-2,6 galactosa. En cambio, el virus influenza tipo A subtipo H5 N 1 
adaptado a las aves, se une preferentemente a receptores que con- 
tienen acido sialico unido a residuos de a-2,3 galactosa, presente 
tanto en el intestino de las mismas como en el tracto respiratorio 
inferior de la especie humana. La especificidad del sitio de union 
de la hemaglutinina a uno o a otro receptor esta representada por 
solo dos aminoacidos en las posiciones 190 y 225 de aquella (Asp 
en ambas para influenza adaptado al hombre, o Glul90 y Gly225 
para influenza adaptado a las aves). Si bien no se ha observado una 
transmision interhumana eficiente de influenza aviar (por el subtipo 
H5N1) hasta 2012, existe aun el riesgo potencial de diseminacion 
pandemica de dicho virus como eventual resultado de mutaciones 
en posiciones aminoacldicas crfticas de la hemaglutinina viral. 

Los receptores pueden variar segun su composition (proteinas, 
glicolipidos, azucares), ubicuidad (promiscuos o restringidos a 
ciertas estirpes celulares) y densidad celular. Los mismos constitu- 
yen uno de los principals determinantes del tropismo celular y de 
hospedero. Los virus pueden utilizar multiples receptores simulta- 
neamente o -en otros casos- sucesivamente para ingresar a la ce- 
lula (como ocurre con HIV, herpes simplex, Coxsackie o hepatitis 
C [vease el capitulo 24.5]). En el caso del HIV es conocido que la 
interaccion inicial con moleculas de adherencia tales como las de 
union a manosa pertenecientes a la familia de receptores lectlnicos 
tipo C, DC-SIGN ( Dendritic Cell -Specific Intercellular adhesion 
molecule [ICAM-3 ] Grabbing Nonintegrin ) o L-SIGN ( Liver and 
Lymph node Specific Intercellular adhesion molecule [ICAM-3] 
Grabbing Nonintegrin), permite la union a la celula, pero no pro- 
mueve cambio alguno en la estructura viral. La interaccion subsi- 
guiente de la glicoproteina gpl20 de la envoltura viral con el re- 
ceptor CD4 permite un cambio conformacional de aquella, que a su 
vez posibilita la interaccion con los correceptores CCR5 o CXCR4. 
Esta interaccion promueve un cambio espacial de la glicoproteina 
viral de transmembrana gp41 que entonces adquiere la conforma- 
tion adecuada para la fusion con la membrana celular. En modo 
semejante, la interaccion inicial de la glicoproteina de envoltura gC 
del herpes simplex con proteoglicanos heparan sulfatos pennite la 
subsiguiente interaccion entre otras glicoprotelnas virales de super- 
ficie y receptores celulares como HVE ( Herpes Virus Entry), nec- 
tinas o integrinas. Los virus Coxsackie B constituyen una muestra 


de la estrategia magistral de algunos virus para alcanzar el recep- 
tor adecuado en una celula a pesar de obstaculos aparentemente 
insalvables para lograrlo (Figura 5.19). Para entrar a la celula, 
Coxsackie B debe interactuar con el receptor CAR ( Coxsackie - 
Adenovirus Receptor), el que esta presente en las uniones estre- 
chas intercelulares (polo basolateral), por lo que la interaccion con 
aquellos virus que llegan a la celula por el polo apical esta impe- 
dida. Coxsackie B interacciona inicialmente en la superficie apical 
de la celula con receptores DAF {Decay Accelerating Factor, una 
glicoproteina tipo I de membrana), lo cual -tras su entrecruzamien- 
to- dispara una serialization intracelular mediada por la tirosina 
quinasa c-Abl, que mediante la activation de la GTPasa Rac pro- 
mueve un reordenamiento del citoesqueleto de actina, y permite la 
transferencia de las particulas unidas en el polo apical con DAF 
hasta las uniones estrechas intercelulares en el polo basolateral. 
Elio posibilita la interaccion de Coxsackie con CAR, receptor que 
promueve los cambios conformacionales al virus que permiten su 
introduction al citoplasma a traves de una endocitosis mediada por 
caveola (vease mas adelante). Un desplazamiento lateral semejante 
-imagine el lector un verdadero evento surflstico- ocurre con HIV. 
En este caso -como en el del virus papiloma humano (HPV)- tiene 
un rol crucial el movimiento de difusion lateral (desplazamiento) 
sobre la superficie celular. 

El receptor para el virus polio (CD 155) consiste en tres domi- 
nios extracelulares, uno de transmembrana y otro intracelular. Su 
estructura proteica espacial permite su inclusion entre los miem- 
bros de la superfamilia de las inmunoglobulinas. Solo las formas 
alfa y delta del receptor (que tienen el dominio de transmembrana) 
son funcionales. Sorprendentemente, el RNAm de estos receptores 
se expresa en alto grado en el higado, pulmon y corazon, pero no en 
el cerebro. Dado que esos tres organos no son considerados sitios 
habituales de replication del virus polio, se infiere -como se men- 
ciono al comienzo de este capitulo- que el tropismo viral no es solo 
determinado por la mera distribution celular de su receptor. Los 
aminoacidos ubicados en la posiciones 73 (Gly), 74 (Ser), 82 (Gin), 
99 (Leu), 102 (Glu), 130 (Gin) y 132 (Ser) del receptor determinan 
la especificidad de hospedero para este virus (solo en humanos, y 
chimpances experimentalmente inoculados). El virus polio interac- 
tua a traves de una region estrecha y hundida de la superficie de 
su capside (denominada canon) con este receptor, promoviendo un 


96 


VIROLOGIA MEDICA / Guadalupe Carballal - Jose Oubina 


cambio en aquella que permite la elimination de la proteina interna 
VP4 y expone la portion hidrofobica de VP1 en la superficie viral, 
lo que aumenta la afinidad por la membrana celular (Figura 5.20). 
Elio gatilla la formacion de un poro constituido por moleculas de 
VP1 ancladas en la bicapa lipidica (se ignora si es de la membrana 
celular o de los endosomas) asociadas al receptor. Este evento es 
responsable del pasaje del RNA viral al citosol (metaforicamente, 
imagine el lector el movimiento de extrusion de una crema a traves 
de una manga pastelera). 

Si bien la interaccion inicial entre los ligandos y los receptores 
celulares es debil (constante de afinidad en el orden milimolar), la 
multiplication de dichas interacciones torna al proceso de union 
un evento de alta avidez y practicamente irreversible. En el caso 
de los orthomyxovirus y los paramyxovirus, sus glicoproteinas de 
envoltura interactuan con residuos de acido sialico (acido N-acetil 
neuraminico) en la celula. La presencia de una enzima con acti- 
vidad de neuraminidasa en la superficie de estos virus, promueve 
la prosecution del ingreso a la celula, mediante la destruction de 
dicho receptor, facilitando la liberation de las particulas. 

Las interacciones entre las superficies virales y celulares pue- 
den tener como sustrato aproteinas presentes en ambas superficies, 
o a proteinas y carbohidratos. Los virus envueltos lo hacen median- 
te glicoproteinas (la antes mencionada hemaglutinina de influen- 
za con acido sialico, glicoproteinas de envoltura como gpl20 del 
HIV con CD4, la glicoproteina D del herpes simplex con HVE-A, 
gp42 del EBV con HLA-DR, etc.) mientras que los virus desnudos 

10 hacen a traves de proteinas de la capside (por ejemplo, las del 
hexon de los adenovirus con el receptor CAR, o la hendidura de la 
capside [el antedicho "canon"] de los rinovirus y enterovirus -in- 
cluyendo el virus polio- con el receptor especifico, etc.). El papel 
de los carbohidratos en el ingreso a la celula es destacado, ya que 
ciertos virus pueden unirse a residuos de acido sialico, mientras 
otros lo hacen a gliscosaminoglicanos o a glicolipidos. El proteo- 
glicano de heparan sulfato es la molecula reconocida por multiples 
agentes (ademas del anteriormente mencionado herpes simplex) 
como HPV, dengue, paramyxovirus tipo 3, virus adeno-asociados, 
etc. Las interacciones con los carbohidratos celulares habitualmen- 
te sirven para la union de virus, pero no promueven cambios en la 
estructura viral. En algunos casos, las interacciones virus-celula 
ocurren entre carbohidratos de la superficie viral (ligandos) con 
lectinas de la superficie celular, como se observa entre los residuos 
de manosa de las glicoproteinas del HIV, HCV, dengue, Ebola, y 
HCMV, con DC-SIGN y L-SIGN. El virus SV40 y los polioma- 
virus interaccionan con gangliosidos. Un bolsillo superficial de la 
proteina principal VP1 de la capside de los poliomavirus reconoce 
el disacarido acido sialico a-2,3 galactosa unido a dichos ganglio- 
sidos. 

Si bien existen similitudes entre la organization genomica, es- 
tructura y manifestaciones clinicas causadas por los arenavirus del 
Nuevo y Viejo Mundo, estos patogenos utilizan no solo diferentes 
moleculas receptoras sino tambien distintas vias de internalization 
celular (vease mas adelante). Asi, los arenavirus del Viejo Mundo 
utilizan a la molecula de a-distroglicano (a-DG) -un receptor ce- 
lular para proteinas de la matriz extracelular- mientras que los del 
Nuevo Mundo emplean al receptor 1 de transferrina (TtRl). Este 
ultimo desempena un rol preponderante en el metabolismo celular 
del hierro, expresandose en celulas del endotelio vascular y celulas 
del sistema inmune (Figura 5.21). 

Sorprendentemente, el EBV adapta su composition de glico- 
proteinas de envoltura para "acomodarse" a los receptores presen- 
tes en linfocitos B y en celulas epiteliales. Dado que los LB exhi- 
ben moleculas del complejo mayor de histocompatibilidad de clase 

11 (DR) en su superficie, EBV interacciona con ellas exhibiendo 
el trimero gH, gL y gp42, siendo esta ultima la molecula que se 
une a la CMH-II. Debido a que las celulas epiteliales no expresan 
CMH-II, las variantes de EBV con tropismo por dichas celulas, 
no exhiben en su superficie gp42. Este cambio molecular, permite 
que las variantes surgidas luego de la reactivation de la latencia en 
los linfocitos B. tengan tropismo por las celulas epiteliales de un 


nuevo hospedero. De manera analoga, en el nuevo hospedero, las 
variantes que se producen en las celulas epiteliales y que contienen 
las 3 glicoproteinas de envoltura, pueden infectar LB, y asi iniciar 
la latencia viral en dichas celulas. 

Finalmente, el receptor celular para el erythrovirus (parvovi- 
rus) B19 es el antigeno P, un glucoesfingolipido que se encuentra 
en la membrana de celulas eritroides y actua como antigeno de 
grupo sanguineo. El receptor P esta tambien presente en plaque- 
tas, higado, miocardio fetal, pulmon, rinon, endotelio, sinovia y 
en celulas de las vellosidades trofoblasticas del tejido placentario. 
En este ultimo tipo celular la expresion del receptor exhibe nive- 
les maximos en el primer trimestre del embarazo en las celulas de 
las vellosidades trofoblasticas, declinando subsiguientemente para 
ser indetectable hacia el final de la gestation. Esto ultimo tiene 
importantes implicancias en la transmision vertical de la infection 
por erythrovirus B19. Cabe destacar que este virus tambien puede 
ingresar a celulas de linaje no eritroide a traves de la interaccion 
con anticuerpos y receptores Fc por un proceso conocido como 
potentiation viral. 

Curiosamente, aquellas interacciones moleculares que toman 
estables a la particula viral frente al estres del ambiente extrace- 
lular, deben ser deshechas para posibilitar la propagation viral: la 
envoltura debe ser eliminada, la capside abierta y el genoma des- 
condensado. 

Una vez que se produce la interaccion entre receptores y ligan- 
dos, el resultado promovido es la internalization de la particula 
viral a la celula ya sea por fusion de membranas o mediante endoci- 
tosis. Este ultimo mecanismo regala a los virus un "viaje gratuito" 
al citoplasma. Elio tiene varias ventajas: a) no quedan rastros de 
glicoproteinas en la membrana celular que puedan ser detectadas 
por el sistema inmune; b) se atraviesa estructuras altamente orga- 
nizadas presentes en el citoplasma y las barreras del citoesqueleto; 
y c) el ambiente acidico favorece el desnudamiento viral. Las par- 
ticulas son habitualmente depositadas en estructuras endosomicas, 
o en lisosomas, RE, u ocasionalmente en el aparato de Golgi. Sin 
embargo, el riesgo de conducir a un virus a un callejon sin salida 
como es la via muerta de los lisosomas donde se podria producir 
la degradation viral, ha hecho que los vims hayan desarrollado un 
sistema de fina regulation de su decapsidacion en funcion del sen- 
sado de la acidez ambiental (6-6,5 en endosomas tempranos o 5-6 
en endosomas tardios). El advenimiento de la video-microscopia 
permitio monitorear el destino de las particulas virales en el inte- 
rior celular al utilizar compuestos fluorescentes "conjugados" a la 
particula viral al producirse su acidification y fusion a las mem- 
branas celulares. 

^Como y por que ingresan a la celula los virus? Estos de- 
ben "hacer saber" a la celula acerca de su presencia en la superfi- 
cie de las mismas. Para ello, es necesario promover alguna serial. 
Esto se logra a veces mediante el entrecruzamiento de receptores, 
otras, mediante el agrupamiento de ciertas moleculas en la super- 
ficie. De ello surgen senales intracelulares en las que participan 
quinasas (tirosina- y serin-treonina-quinasas, PIP3 quinasas, etc.), 
fosfatasas, y GTPasas que activan diversas vias de serialization. 
Por dicha razon, muchos vims utilizan moleculas como las inte- 
grinas como receptores para disparar vias de serialization. En el 
caso de los adenovirus, la proteina del penton (junto a la del hexon 
constituyentes de la capside) interactua con el receptor CAR y con 
integrinas, lo que media la fosforilacion de la PIP3 quinasa, que 
mediante la activation de la GTPasa RAC y Cdc4 promueve la po- 
limerizacion de actina y la endocitosis viral mediada por clatrina. 
En el caso de SV40, la serialization intracelular es mediada por 5 
quinasas, las que solo si son funcionales permiten el ingreso del 
mismo. Otros virus utilizan glicoproteinas de membrana tipo I y 
gangliosidos (unidos a la superficie externa de la membrana celu- 
lar) como receptores, debido a que su agrupamiento se asocia a la 
formacion de "balsas lipidicas" (del ingles lipid rafts : microdomi- 
nios de membrana enriquecidos en colesterol) que activan tirosina 
quinasas del lado citosolico de la membrana. En modo analogo, 
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Figura 5.22. Imageries fluorescentes y sitios de fusion de particulas individuales del virus influenza en celulas CHO. A. Imagen 
obtenida mediante microscopia de luz reflejada y contraste de interferencia diferencial (DIC) de una celula CHO (izquierda) e imagenes fluo- 
rescentes de virus tenidos con un colorante lipofilico (DID: 1,1 '-dioctadecil-S.S.S'.S'-tetrametilindodicarbocianina) al cabo de 2 min. (centra) y 
15 min. (derecha) luego de iniciada la infeccion. La linea blanca demarca los limites del nucleo. B. Los sitios de fusion de particulas virales 
individuales se indican con estrellas rajas. Los bordes del nucleo estan indicados con una linea gruesa gris y otra fina blanca, respectiva- 
mente. Los nucleos ovoides se visualizan cerca del centra de las celulas rodeados de estructuras vesiculares que exhiben alto contraste. 
Las estrellas que aparentan estar dentro del nucleo, probablemente indiquen eventos de fusion por encima o por debajo del mismo. C. 
Modelo de via endocltica de transporte viral hacia los endosomas tardlos. El virus es internalizado y transportado a un endosoma temprano 
(Ete), en un modo actina (A)-dependiente (Etapa I del desplazamiento). El compartimiento endocltico que contiene el virus deja el Ete, 
aun con pH extracelular. Esto puede ocurrir ya sea mediante un transportador vesicular de particulas virales que brota del Ete o a traves 
de la region tubular enriquecida en membrana endosomica que deja la zona de reciclado de endosomas, para conformar una estructura 
endocltica "mas vesicular" conteniendo virus. Una u otra son transportadas a la region perinuclear mediante el transporte en microtubulos 
(Mt) asociados a dinelna (etapa II desplazamiento). Dichas formaciones maduran a endosomas maduros (Em) cambiando el motor unido 
a la membrana (transicion de la etapa II a la III). 5. Dicho Em madura aun mas cambiando su pH a 6. La mayor acidificacion, promueve el 
cambio a endosomas tardlos (Eta), donde el pH es igual a 5 (segunda acidificacion) y gatilla la fusion entre este y la envoltura viral. A y B. 
Imagenes obtenidas de la publicacion de: Lakadamyali M, etal. Proc Natl Acad Sci USA 100:9280-5. 2003. La imagen C es una adaptacion 
de la misma publicacion. Reproducido con autorizacion. 


algunos miembros de la familia de las Src quinasas (aunque no 
dicha quinasa) estan asociadas a balsas lipldicas del lado citosolico 
de la membrana plasmatica, y se activan ante su doble acetilacion. 

La penetracion viral (ingreso de su genoma y de las protelnas 
accesorias a traves de una membrana celular) ocurre de modo di- 
verso segun se trate de virus envueltos o desnudos: los primeros lo 
hacen mediante fusion, mientras los segundos lo pueden hacer lue- 
go de la endocitosis mediada por receptor, o directamente a traves 
de la formacion de poros en la misma. 

La penetracion de los virus envueltos y desnudos ocurre mer- 
ced a cambios cooperativos generalmente irreversibles en sus res- 
pectivas superficies (envoltura 6 capside) que son gatillados por 
la union a receptores celulares o por el bajo pH. En el caso de los 
virus envueltos, la fusion esta asociada a la presencia de glicopro- 
telnas de tipo I o tipo II en la superficie viral. Las primeras (como 
las hemaglutininas de influenza) se forman como homotrimeros 
unidos por sus respectivas colas, las que luego de unirse al recep- 
tor, exponen una region hidrofobica que promueve la fusion. Elio 
ocurre debido a que si bien en el R.E. se sintetiza un precursor oli- 
gomerico estable, al atravesar el sistema de secrecion celular, son 
clivadas mediante proteolisis, lo que le confiere una conformacion 


metaestable y con capacidad de fusion. Este estado metaestable 
permite una conversion cooperativa a una conformacion de menor 
energla. Dicha nueva conformacion espacial de la esplcula de en- 
voltura -al unirse al receptor- expone la region hidrofobica que se 
ancla en la membrana celular. La energla libre liberada es utilizada 
para promover la aproximacion focalizada entre la envoltura viral y 
la membrana celular e inducir la fusion. Las glicoprotelnas tipo II, 
(como las que exhiben los flavivirus) poseen capacidad fusionante. 
Forman heterodimeros con otras proteinas de membrana. Luego de 
la union al receptor, y promovida la endocitosis mediada por este, 
ante un descenso del pH en los compartimientos endosomales, se 
disocian dichos heterodimeros y se reasocian las glicoprotelnas 
con capacidad de fusion como homotrimeros activos con capaci- 
dad de fusion de membranas. 

Ciertos virus envueltos como los herpesvirus y diversos retro- 
virus incluyendo HIV, pueden fusionar sus glicoprotelnas de en- 
voltura a la membrana citoplasmatica sin dependencia del pH, lo 
cual habitualmente genera una infeccion productiva de la celula. 
Por el contrario, otros virus envueltos requieren de un pH acido 
para la fusion de sus membranas; dependiendo del rango especl- 
fico de cada uno, la fusion puede tener lugar en los endosomas 
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tempranos o tardios. Ciertos virus requieren ademas del pH apro- 
piado para fusionar sus membranas, la actividad de proteasas en- 
dosomales (catepsinas) para promover la penetration (coronavirus 
asociado al SARS, Ebola). La endocitosis mediada por receptor 
dependiente de clatrina si bien es habitualmente utilizada por la 
mayoria de los virus, no constituye una via excluyente para el in- 
greso de un virus determinado. Estudios in vitro realizados con 
influenza, demostraron que un 60% de las particulas lo hacen por 
esta via y un 40% mediante caveolas (del latin: pequena cueva; 
indentaciones de la membrana ricas en colesterol, esfingolipidos, 
caveolina y factores de serialization, en cuyo interior el pH es neu- 
tro). Sorprendentemente, la endocitosis dependiente de clatrina se 
observo solo en grado minimo (5%) asociada a fositas preformadas 
rodeadas por clatrina. Pareceria que existe una via de serialization 
de transmembrana desde el receptor unido al virus hacia el interior 
celular que promueve la acumulacion de clatrina subyacentemente 
al sitio donde se encuentran dichos receptores unidos al ligando 
viral. Desde las vesfculas endotiticas los virus son transportados a 
poblaciones seleccionadas de endosomas. En el caso de influenza, 
lo hace mediante endosomas de transporte rapido a traves del siste- 
ma de microtubulos hacia la zona perinuclear (Figura 5.22), donde 
se promueve la fusion de membranas y la liberation del contenido. 
Este proceso es complejo, ya que se ha demostrado la participation 
de adaptadores, cofactores y proteinas de anclaje, necesarias para 
la formation de las vesfculas y su transporte. Entre las quinasas, 
cumplen un rol primordial aquellas relacionadas con el ciclo y el 
crecimiento celular, el trafico intracelular a traves de membranas, 
y el citoesqueleto. Un porcentaje minoritario de las particulas de 
influenza, asi como el virus LCM (un arenavirus) pueden ingresar 
a la via mediada por endosomas mediante mecanismos clatrina- 
independientes (Figura 5.21 A). 

Los virus desnudos penetran habitualmente mediante en- 
docitosis independientemente del pH (como los adenovirus y los 
poliomavirus), aunque en algunos casos pueden penetrar direc- 
tamente a traves de la membrana citoplasmatica (como lo hace 
polio). En el caso de los picomavirus (entre los que se encuentra 
polio), la interaction entre el "canon" de la capside y el receptor 
celular promueve la perdida de la protefna precursora VP4, con 
anclaje de VP1 (que expone residuos de acido miristico) en la bi- 
capa lipfdica, la que forma un canal de transmembrana, a traves 
de la cual ingresa el genoma viral. Los adenovirus del serotipo 2, 
ingresan a la celula luego de interactuar con el receptor CAR y 
el correceptor aV integrina, mediante un proceso dependiente de 
actina denominado macropinocitosis, aunque el proceso de endo- 
citosis ocurre a traves de las fositas recubiertas de clatrina (Figura 
5.21.B). La macropinocitosis es otra de las vias endotiticas cono- 
cidas. Es utilizada en un modo receptor-independiente para la cap- 
tation celular de fluidos y macromoleculas. Los virus que ingre- 
san inespecificamente por dicha via (como por ejemplo HIV [en- 
tre otras vias] en macrofagos (Figura 5.23) y celulas dendrfticas, 
vaccinia, adenovirus, miembros de la familia Picomaviridae y 
otras familias) activan vias de serialization que gatillan cambios 
dependientes de actina en la membrana citoplasmatica, que pro- 
mueven una invagination central, rodeada por dos protrusiones 
ondulantes laterales. Como resultado, se forma una gran vacuo- 
la de 0,2 a 3 pm (macropinosoma) que rodea a las particulas. 
Subsiguientemente, se produce a su traves la descarga de virus o de 
nucleocapsides al citosol. 

Existe otro mecanismo de ingreso a la celula clatrina-indepen- 
diente: es el mediado por caveolas, del cual existen tres variantes 
(dependientes de caveolina, de colesterol o de dinamina-2). Las 
caveolas participan en el transporte de lfpidos como colesterol, las 
glicoproteinas de anclaje tipo I y de componentes de las balsas li- 
pfdicas. Asimismo, las caveolas median el transporte de factores 
sericos en celulas endoteliales mediante transcitosis. El SV40, lue- 
go de una fase inicial de desplazamiento lateral, ingresa a traves 
de caveolas, las que mediante la action coordinada de aproxima- 
damente 80 quinasas de la via de serialization de integrinas y de 
regulation de actina, permiten la liberation de las particulas desde 



Figura 5.23. Ingreso del HIV a macrofagos mediante macropi- 
nocitosis. Macrofagos expuestos durante 30-45 minutos a la cepa 
HIV NLA d 8 con tropismo para el correceptor CCR5 y luego procesados 
para el estudio por ME. A. Macrofago infectado. B. Mayor aumento 
de la imagen del cuadro A: se observan particulas virales unidas a 
la membrana celular y dentro de grandes vesiculas intracelulares. 
C y D. Particulas del HIV-1 en fositas recubiertas de clatrina. De: 
Marechal V, et al. J Virol 75:11166-77, 2001. Reproducido con au- 
torizacion. 


el caveosoma al RE, utilizando la via de translocation reversa de 
sustratos hacia dicha organela, que se usa habitualmente para la 
degradation de proteinas en el RE (Figura 5.21.C). En modo se- 
mejante, -aunque sin participation del RE- ECHO 1 es tambien 
transportado al interior celular. 

Existen evidencias que las dos organelas que participan en la 
entrada de virus a la celula (endosomas y caveolas) estan interco- 
nectadas fisiologicamente, segun lo sugiere el compartir algunas de 
sus quinasas en la serialization, y el transporte de sustratos entre 
ambas. Dado que se ha comprobado la activation compensatoria 
de una de dichas vfas ante la inhibition de la otra, es comprensible 
que ciertos virus como influenza o SV40 puedan utilizar diversas 
vfas, lo que les permite acceder a un amplio espectro de celulas 
ante diferentes condiciones. 

Un viaje a lo desconocido: el virus tiene un pase libre para 
viajar en la celula. Una vez en el interior celular, los virus deben 
"encontrar su destino" ^Como lo encuentran los virus en el interior 
celular? Al interactuar el virus con un receptor celular, se produce 
un dialogo bidirectional entre la celula hospedera y la "visita" 
viral. Como resultado, ocurren cambios conformacionales en la es- 
tructura de este y senales intracelulares, mediadas por los diversos 
receptores (de factor de crecimiento epidermico, de quimioquinas, 
integrinas, gangliosidos, etc.) que preparan a la celula para reci- 
bir al "visitante", facilitando su ingreso y promoviendo a veces el 
bloqueo de mecanismos de defensa. Algunos virus encuentran su 
destino en el medio discretamente acido de los endosomas tem- 
pranos o tardfos, otros en el RE, otros en el Golgi, y unos pocos 
en el compartimiento post-secretorio. La information genetica 
debe ser expresada para pennitir su propagation en el hospedero y 
asegurar la cadena de perpetuation en la naturaleza. Las capsides 
que arriban al citosol (es excepcional el caso en que el genoma lo 
hace desnudo, como se menciono anteriormente con virus polio), 
no pueden atravesarlo por mera difusion, teniendo en cuenta su 
frecuente considerable tamano, las "vastas" distancias a recorrer y 
la "congestion del trafico" citosolico. Por ello, es habitual que las 
capsides aprovechen la existencia de proteinas del citoesqueleto 
y del transporte celular. Las capsides se transportan por dos siste- 
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Influenza Herpes Adenovirus HBV 

simplex B 19 

Figura 5.24. Transporte de particulas virales y capsides al nucleo. Con fines didacticos, la imagen no esta en escala. Se observan 
4 posibles vias de entrada. A. El virus influenza (un RNA virus) es transportado por endosomas tardios a la zona perinuclear, donde la 
acidificacion del interior de aquellos y luego, de la propia particula (por activacion del canal ionico proteico viral M2), permite la fusion de la 
hemaglutinina de envoltura a la membrana endosomal con liberacion de las ribonucleoproteinas (RNPs) al citosol, subsiguiente interaccion 
con la importina a e ingreso al nucleo a traves del poro nuclear (el diametro de las RNPs es menor que el de dicho poro). B. Las capsides 
del virus herpes simplex-1 (un DNA virus envuelto) llegan hasta el poro nuclear, donde un vertice capsidico es abierto para permitirel paso 
del DNA viral al nucleo, dejando la capside vacia anclada. C. El adenovirus (un DNA virus desnudo) llega al poro nuclear, donde la capside 
interactua con la proteina CAN/Nup214, y con la colaboracion de la histona HI, es desensamblada, liberando el DNA viral al que esta unido 
covalentemente una proteina (indicada con la estrella roja) atravesando ambas moleculas el poro. D. Los virus mas pequenos como el 
erythrovirus (parvovirus) B19 o la capside del virus hepatitis B, exhiben un diametro inferior al del poro nuclear, por lo que pueden pasar a 
su traves. El desnudamiento ocurre en el nucleo. 


mas en este medio: a) por vesiculas endociticas que pasivamente 
las portan; y b) por verdaderas balsas, como son las moleculas de 
dinema y su adaptador la dinamina, dependientes del sistema de 
microtubulos. Asociadas a ellas, pueden ir a su destino frecuente, 
el nucleo, como ocurre con casi todos los virus a DNA. Tambien 
un virus a RNA como influenza alcanza dicha organela mediante la 
asociacion entre las ribonucleoproteinas virales (que "protegen" a 
cada uno de los fragmentos del RNA viral) y la importina (3 (Figura 
5.22). La actina puede tener dos roles diferentes y contrapuestos: 
a) ser un obstaculo mas en el citosol, a modo de barrera, por lo que 
virus como SV40, promueven su propia disociacion de los filamen- 
tos actfnicos, mediante la activacion de senates dependientes de 
tirosina-quinasas; y b) propulsar vesiculas endociticas conteniendo 
las capsides en el citosol y tambien favorecer la brotacion focali- 
zada del virus en la membrana celular. Para que el genoma llegue 
al nucleo mediante la union de las capsides o virus al comple- 
jo del poro nuclear, se pueden promover al menos 4 estrategias 
(Figura 5.24): a) que la capside o virus sea tan pequena/o (menor a 
39 nm) que atraviese dicho poro (F1BV o erythrovirus B19, respec- 
tivamente, desensamblandose el primero en el lado nuclear de la 
canasta del poro nuclear); b) que las capsides se ubiquen en el lado 
citosolico del poro nuclear y luego de abrirse un vertice, permitan 
el pasaje del DNA al nucleo, dejando liberadas capsides vacias en 
el citosol (herpes simplex); c) que el virus desnudo se ubique en 
el lado citosolico del poro nuclear, anclado a la proteina Nup214/ 
CAN, desensamblando su propia capside por la interaccion con la 
histona H 1 y las importinas (3 y 7, facilitando el pasaje del DNA al 
nucleo, unido covalentemente a una proteina viral (adenovirus); y 
d) que luego de la fusion de la membrana de envoltura viral con las 
del compartimiento endosomico, las ribonucleoproteinas liberadas 
al citosol (a las que se asocian cada uno de los fragmentos del RNA 
viral), interactuen -como se menciono anteriormente- con la im- 
portina (3 (influenza). Con la excepcion de los lentivirus como F1IV, 


los retrovirus no utilizan el complejo del poro nuclear para ingre- 
sar al nucleo. Solo pueden ingresar su complejo de pre-integracion 
cuando las celulas carecen de membrana nuclear, como ocurre du- 
rante la mitosis, lo que limita su infectividad a celulas en division. 
En contraposicion, F1IV logra el pasaje a traves del poro nuclear, 
merced a la presencia de 3 proteinas (la de matriz, la integrasa y 
vpr), y a una corta region de triple helice del DNAproviral. 

Parafraseando a Ari Flelenius, el hecho que se produzca el en- 
samblaje de las particulas virales teniendo en cuenta la limitada 
informacion viral y la habitual multiple compartimentacion celular 
de dicho evento, implican un "testamento" singular de los desig- 
nios estructurales del virus y una medida de la generosa asistencia 
de la celula. 

Los virus envueltos habitualmente egresan mediante brotacion 
y secrecion. Los virus desnudos habitualmente lo hacen mediante 
lisis, aunque tambien pueden encontrarse ejemplos donde son eli- 
minados de la celula mediante brotacion al interior de organelas, 
con eliminacion de la envoltura externa (como ocurre con los rota- 
virus), o bien al evitar los procesos de autofagia, ganando acceso a 
organelas exocitadas, como ocurre con polio. 

La existencia de virus que contienen glicopropteinas de fu- 
sion, permite que al estar ancladas en la membrana se produzca 
la fusion con celulas vecinas, dando origen a sincicios. Elio de- 
viene en la posibilidad de transmitir la informacion genetica viral 
a otra celula sin recurrir al habitual mecanismo de diseminacion, 
que requiere la formacion y egreso de viriones al exterior celular. 
Sorprendentemente, el virus varicela-zoster se disemina entre in- 
dividuos como particula viral libre, mientras que en un organismo 
determinado lo hace mediante la fusion de membranas contiguas, 
sin que se formen viriones para alcanzar dicho cometido. 

En anos recientes, se descubrio que la polarizacion de los lin- 
focitos mediante los filamentos de actina, permite la transmision 
de F1TLV-1 entre dichas celulas. La estructura resultante se deno- 
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mina sinapsis infecciosa o sinapsis virologica. A diferencia de la 
que ocurre para la presentacion antigenica, no requiere moleculas 
de histocompatibilidad. En dicha estructura se focaliza una canti- 
dad de particulas para hacer eficiente la transmision hacia la celula 
diana. Dicho evento ocurre tambien para la transmision de los her- 
pesvirus, asf como del HIV entre linfocitos. Un ejemplo singular 
lo constituye la sinapsis virologica entre las celulas dendrfticas y 
los linfocitos T, lo cual permite su infection en tram. Este evento 
es posible merced a la accion de lectinas tipo C como DC-SIGN y 
probablemente otras, que unen la partfcula del HIV y la internali- 
zan en vesfculas endocfticas, sin promover la infeccion de la celula 
dendrftica. Mediante la "regurgitation" de las mismas al cabo de 
horas-dias y al encontrarse la gpl20 del HIV con el receptor CD4, 
se promueve la infeccion de los linfocitos que expresan dicho mar- 
cador. Las CD inmaduras y maduras envfan las particulas virales 
a traves de la via endolisosomal hacia la sinapsis CD-linfocito T 
CD4 + . Subsiguientemente, hay una segunda fase de transferencia 
desde las celulas dendrfticas inmaduras mediante la sfntesis viral 
de novo. Los eventos de trans-infeccion mediados por CD han sido 
tambien observados con herpesvirus, flavivirus (virus dengue), fi- 
lovirus (Ebola) y otros. Elio significa que estos virus han encon- 
trado un resquicio -verdadero talon de Aquiles- en la respuesta 
fisiologica del hospedero para montar la respuesta imnune inicial 
mediante la presentacion antigenica. Es posible que esta estrategia 
tenga especial significado en aquellos virus que promueven infec- 
ciones latentes como herpes simplex o varicela-zoster, en los que 
la transmision entre la celula neural y el epitelio debe realizarse a 
traves de uniones estrechas entre ambas estirpes celulares. 

Finalmente, existen factores que restringen la expresion de 
virus en una determinada celula. Elio no solo puede deberse a la 
ausencia de receptores y o factores de transcripcion. Tambien pue- 
de ocurrir el empaquetamiento de moleculas que editan el RNA 
viral y que pueden actuar durante la transcripcion inversa, impi- 
diendo la sfntesis de genomas "normales”. Es el caso de la mole- 
cula APOBEC 3G, la que ha sido asociada a dicha restriction. Sin 
embargo, virus como HIV pueden sortear esta dificultad inhibiendo 
la misma mediante la proteina Vif ( vease el item 6.3.1 Bases gene- 
ticas y moleculares de la virulencia). 

6.3. Mecanismos directos de lesi6n celular 

En terminos generales, los efectos de la infeccion viral en una celu- 
la pueden ser mediados por cuatro mecanismos: 1) modification 
de moleculas celulares; 2) adicion de macromoleculas especifi- 
cas virales a una estructura o complejo celular; 3) desarreglo o 
reorganization de estructuras celulares; y/o 4) construction de 
nuevas estructuras celulares infectadas. 

La lesion de la membrana celular puede ocurrir por altera- 
tion de la permeabilidad o por induction de sincicios. 

La(s) causa(s) de alteration de la permeabilidad de las 
membranas infectadas con el consiguiente aumento del sodio y 
disminucion del potasio intracelular son diversas; en algunos casos 
ello esta asociado a la expresion de proteinas virales expresadas 
en la superficie de la celula. El ejemplo mas reconocido es el de la 
protefna de matriz M2 de influenza A, que anclandose en la bicapa 
lipidica de la membrana celular forma un poro en ella (viroporina) 
funcionando como un canal de protones. En modo analogo, diver- 
sas proteinas del HIV (gpl20 de envoltura, gp41 de transmembra- 
na, Vpu, y Vpr) afectan la permeabilidad de membrana de diversas 
estirpes celulares formando algunas de ellas canales de membrana; 
por otra parte Nef afecta la concentration del K intracelular sin 
modificar el pH intracelular (Tabla 5.4). 

La formation de sincicios celulares se observa ante la infeccion 
por diversos virus, como se menciono en el item 5. La formation de 
sincicios en las infecciones por virus sincicial respiratorio y pa- 
rainfluenza 3 esta asociada a la interaction de las respectivas pro- 
teinas F de fusion con una pequena proteina celular con actividad 
de GTPasa denominada RhoA que facilita la formation sincicial, 
en asociacion con la expresion de la citoqueratina 17. Este evento 


ha sido postulado como un potential bianco terapeutico. El sinci- 
cio promovido por el virus sarampion acaece cuando el peptido de 
fusion interactua con la hemaglutinina H, formando un complejo 
fusogenico. El mismo es el responsable de lesiones in vivo con sin- 
cicios gigantocelulares en las hepatitis y neumonitis. Los sincicios 
producidos en la infeccion con herpes simplex son promovidos por 
la accion de glicoproteinas de envoltura (gE y gl), que interactuan 
con las membranas citoplasmaticas induciendo cambios en ellas, 
que inducen la formation de sincicios gigantes multinucleados (con 
inclusiones intranucleares) observados -por ejemplo- en las lesio- 
nes mucocutaneas asociadas. Asimismo, la formation de sincicios 
en las celulas infectadas con HCMV es principalmente debida a la 
interaction especifica entre la glicoproteina viral gB (ubicada en 
una celula) y el complejo formado por gH/gL (ubicado en la celula 
contigua). Ademas de la interaction en trans antes mencionada es 
imprescindible la accion de moleculas de origen celular -no iden- 
tificadas aun- que se expresarian en la superficie de ciertas estirpes 
celulares. Esto ultimo explicaria el hecho de que HCMV no produ- 
ce sincicios en todos los tipos celulares que infecta. HIV induce la 
formation de sincicios a traves de sus glicoproteinas de envoltura 
gp 41 y gp 120. La formation de sincicios por HIV en celulas in 
vitro se utiliza como marcador pronostico de infeccion, ya que 
aquellas cepas virales formadoras de sincicios se afslan predomi- 
nantemente en pacientes con una rapida progresion clfnica y en es- 
tadios tardfos de la infeccion. Por el contrario, no es frecuente la 
detection de este efecto citopatico in vivo. No obstante, se ha repor- 
tado el hallazgo de celulas grandes multinucleadas con detection 
intracitoplasmatica de p24 en lesiones linfoepiteliales de la glandula 
parotida y en tejido linfoideo hiperplasico del anillo de Waldeyer de 
pacientes con serologfa positiva para HIV. 

La formation de estas celulas grandes multinucleadas in vivo 
permite el transporte intercelular de la progenie evitando la even- 
tual accion de los anticuerpos neutralizantes, siendo este un me- 
canismo mas de evasion a la respuesta imnune utilizado por estos 
virus. 

El citoesqueleto cuenta con tres sistemas principales que 
controlan el trafico de moleculas: a) el de filamentos de actina; 
b) el de microtubulos; y c) el de filamentos intennedios (proveen 
estabilidad mecanica a la celula). Las proteinas "motoras" de trans- 
porte llevan las diversas cargas a traves de las "calles" de actina 
y las "autopistas" de microtubulos. Dada la congestion del trafico 
citosolico (300 mg/ml, jequivalente en viscosidad a la arena hume- 
da!), este sistema es critico para multiples procesos fisiologicos, y 
es usufructuado por multiples virus. Algunos de ellos promueven 
alteraciones sobre el citoesqueleto celular ya sea mediante: 1) 
despolimerizacion de los filamentos por disminucion del contenido 
de actina en los mismos (como ocurre con herpes simplex); 2) in- 
corporation de componentes del citoesqueleto en estructuras celu- 
lares infectadas (por ejemplo, ciertos reovirus); o 3) interaction de 
moleculas virales y componentes del citoesqueleto (como ocurre, 
por ejemplo, con HIV al interactuar con los filamentos de actina al 
ingresar o egresar de la celula, y al secuestrar las moleculas moto- 
ras dinefna y quinesina del sistema de microtubulos, para el trans- 
porte de "larga distancia" de los componentes virales que entran y 
salen de la celula). 

Los cuerpos de inclusion desplazan componentes celulares de 
lugares especificos alterando su normal actividad. Estos cuerpos 
frecuentemente consisten en fabricas de production viral, conte- 
niendo genoma y proteinas virales, asf como particulas incom- 
pletas y/o viriones y membranas neoformadas. Estos cuerpos se 
visualizan, por ejemplo, en la infeccion por rabia (corpusculos de 
Negri [vease la figura 9.14 del capitulo 9]) HCMV (intranucleares 
y ocasionalmente citoplasmaticos [figure 9.15 en dicho capitulo]), 
hepatitis C (cuerpos acidofilos citoplasmaticos), etc. Algunos virus 
a RNA como los reovirus, reemplazan la utilization de membranas 
celulares por la formation de cuerpos de inclusion (en este caso de- 
nominados virosomas) para focalizar el complejo replicativo viral. 
Diversos virus producen dano celular a traves de la inhibition de 
la sfntesis de macromoleculas del hospedero: entre ellos pueden 
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Proteinas 

Localization 

Funcion 

Regulatorias 

Tat 

Principalmente en el nucleo 

Estimula la transcripcion uniendose a la secuencia TAR para 
promover el inicio y la elaboration del RNA viral. 

Rev 

Principalmente en el nucleo 

Regula la production de RNAm viral; al unirse a la region RRE 
facilita la exportation nuclear de transcriptos de RNAm viral 
sin code y empalme ( splicing ) o con un unico sitio de splicing, 
permitiendo la sintesis de las proteinas estructurales. 

Accesorias 

Nef 

Citoplasma y membrana citoplasmatica; 
Virion 

Potencia la infectividad del virion. Puede aumentar o disminuir la 
replicacion viral; inhibe la apoptosis de celulas CD4 + infectadas, 
y la promueve en linfocitos CD8 + que los reconocen; reduce 
la expresion de CD4 y CD8 en la superficie celular; inhibe la 
expresion de moleculas HLA principales (A, B, C) y estimula 
la de moleculas HLA-E, lo que altera el reconocimiento por los 
linfocitos T CD8*y las NK, respectivamente. 

Vif 

Citoplasma 

Aumenta la infectividad del virion; antagonista de la citidina 
desaminasa celular antiviral APOBEC3G; afecta el ensamblaje 
del virion y/o la sintesis de DNA viral. 

Vpr 

Virion 

Detiene el ciclo celular en G2; facilita el ingreso del complejo de 
preintegracion al nucleo. 

Vpu 

Proteina integral de membrana; 
perinuclear 

Modula la liberation viral formando canales ionicos de 
membrana; interactua con CD4 en el RE, impidiendo su 
expresion en superficie y promoviendo su degradation 
proteasomica; disrumpe la interaction CD4-glicoproteina 120 de 
envoltura. 

Vpx 

Virion 

Facilita el ingreso del complejo de preintegracion al nucleo; 
favorece el escape de la restriction proteasoma-dependiente en 
celulas dendriticas. 


Tabla 5.4. Protei'nas auxiliares del HIV. 


mencionarse los picornavirus, herpesvirus y poxvirus. En otros ca- 
sos, la acumulacion selectiva de componentes subvirales posee 
un efecto toxico, tal cual se ha demostrado con proteinas de la 
capside de adenovirus. 

Los eventos moleculares relacionados con la lesion celular 
por efecto viral directo estan vinculados a interacciones con los 
procesos celulares de transcripcion, traduccion, replicacion 
del DNA y de maduracion de proteinas. En ciertos casos, la in- 
hibition temprana de la sintesis proteica produce alteraciones en 
la replicacion del DNA celular, pues ello requiere de proteinas de 
vida media corta. A su vez, esto altera la funcion de dicho DNA 
como templado para el RNA celular. Como consecuencia, se sinte- 
tiza cada vez menos RNAm de la celula hospedera y cesa el apor- 
te de nuevos ribosomas. Sin embargo, la inhibition de la sintesis 
proteica obedece a causas no totalmente determinadas, ya que la 
diminution de proteinas celulares neoformadas precede a la di- 
minution del RNAm celular. Se ha postulado un mecanismo que 
impediria que el RNAm celular localizado en el citoplasma sea 
traducido. En relation con ello, existen evidencias que sugerirlan 
que los cambios de penneabilidad de la membrana inhiben mas la 
traduccion de RNAm de la celula hospedera que la de los RNAm 
virales. En etapas tardias, la simple acumulacion de RNAm virales 
alcanza tal magnitud que la competencia con los RNAm celulares 
determina el cese de la sintesis proteica celular. 

Diversos virus causan alteraciones en los cromosomas celu- 
lares. Ello fue inicialmente atribuido a la action de enzimas liso- 
somales liberadas en estadios finales de celulas moribundas. Sin 
embargo, el DNA puede tambien fragmentarse como consecuencia 
del disparo de eventos apoptoticos, que a traves de la activacion de 
la caspasa 3 promueven la transformation -mediante clivaje pro- 
teolitico- de una DNAsa inactiva al estado activo, lo que genera la 
fragmentation internucleosomica. Los cuerpos apoptoticos son 
captados luego por celulas de estirpe macrofagica, lo que puede 


facilitar la diseminacion viral a otras regiones del organismo. A su 
vez, se han observado translocaciones cromosomicas en ciertos 
tumores asociados a virus que pueden indicar el sitio de insertion 
del proto-oncogen celular. Asi, en el linfoma de Burkitt asociado 
al EBV, el oncogen c-myc puede ser translocado frecuentemente 
desde el cromosoma 8 hacia el locus de la cadena pesada H de 
inmunoglobulinas ubicado en el cromosoma 14: t(8;14). Dicho 
evento de translocacion es mediado por la proteina celular AID 
(Activation Induced cytidine Deaminase) al formar los cortes en 
el DNA bicatenario, tanto del gen de Ig como del oncogen a trans- 
locar. Un evento de translocacion t(8; 14) en el cromosoma 14 se 
observa tambien en los linfomas No-Hodgkin asociados a la in- 
fection persistente por HCV (vease la figura 24.5.14 en el capltulo 
24.5). 

En otros casos, la integration del genoma viral puede aso- 
ciarse a la activacion de genes criticos en la oncogenesis: tal es el 

caso del genoma a DNA de HB V y de HPV al integrarse en regiones 
regulatorias criticas del gen codificante de la ribonucleoproteina 
telomerasa (hTERT: human Telomerase Reverse Transcriptase), 
involucrada en la inmortalizacion celular, evento imprescindible 
para la tumorigenesis. Sin embargo, estudios muy recientes docu- 
mentaron que no solo los virus a RNA con transcriptasa inversa 
(como los retrovirus HIV o HTLV) pueden integrarse al DNA ce- 
lular como provirus, sino tambien pueden hacerlo virus a RNA 
no retrovirales, como se observo con el RNA del virus LCM, que 
luego de la recombination ilegltima con el DNA de un retrotrans- 
poson denominado IAP ( Intracistemal A Particle), promovio la 
sintesis del DNA complementario del RNA viral, el que se integro 
en el genoma celular dentro de un elemento IAP. Este inesperado 
hallazgo ha derribado otro dogma de la biologia. 

Ya se ha mencionado que la infection viral de una celula no 
causa necesariamente su lisis. Asi, diversos arenavirus y el HBV 
son ejemplos clasicos de virus no citopaticos in vivo (el HBV no es 
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Figura 5.25. Principales efectos de las protemas no estructurales tempranas E6 y E7 de genotipos de alto riesgo oncogenico 
del virus paplloma humano. Los tipos 16, 18 y 31 son los mas frecuentemente asociados a tumores genitales. E6 inhibe la apoptosis 
celular mediante la inactivacion proteasomica de p53. E7 promueve el pasaje G2 — > M del ciclo celular, al secuestrar a Rb, lo que libera al 
factor de transcripcion E2F necesario para dicho evento. 


citopatico en individuos inmunocompetentes). En general, los vi- 
rus no citoliticos que producen enfermedad lo hacen mediante 
mecanismos inmuno-mediados (vease el item 6.4). Sin embargo, 
asombrosamente, en la infeccion experimental de ratones lactantes 
con el arenavirus LCM, si bien la production de la progenie viral 
no causa la rnuerte celular, pueden producirse tambien alteracio- 
nes de algunas funciones "de lujo" celular, como la inhibition 
parcial de la sintesis de hormona de crecimiento en celulas hi- 
pofisarias. lo que deviene en una menor tiempo de sobrevida de 
los ratones infectados. Este efecto resulta de la actividad de una 
glicoprotefna de envoltura viral que se asocia al tropismo de LCM 
por el epitelio glandular, y de la nucleoprotefna viral que inhibe la 
smtesis de RNAm de la hormona. 

Algunos virus como HBV o HPV pueden luego de decadas de 
infeccion persistente, promover tambien la oncogenesis por me- 
canismos que incluyen la inactivacion de protemas codiflcadas 
por genes supresores de tumores (como p53 o Rb). Desempenan 
un rol crftico en dicha inactivacion las protemas X del HBV y las 
protemas tempranas E6 y E7 del HPV. 

Como resultado de la infeccion persistente por HPV, pue- 
den ocurrir lesiones benignas hiperplasicas papilomatosas, o 
eventualmente (con la adicion de cofactores inherentes al hos- 
pedero) desarrollarse lesiones malignas. Existen 4 etapas en el 
desarrollo tumoral: a) la infeccion inicial del epitelio metaplasico 
en la zona de transition de los epitelios (zona de transformation 
cervical); b) la persistencia viral; c) la progresion de los epitelios 
persistentemente infectados hacia lesiones precancerosas; y d) la 
invasion a traves de la membrana basal del epitelio. Las infeccio- 
nes precancerosas se establecen al cabo de 5-10 anos, en menos 
del 10% de las infecciones nuevas. El cancer invasorpuede ocurrir 
luego de muchos anos, y aun decadas en una minorfa de las mu- 
jeres con lesiones precancerosas, alrededor de los 35-55 anos de 
edad, como consecuencia de la actividad de las protemas virales 
no estructurales E6 y E7 que promueven la inactivacion de las 
protemas supresoras de tumores p53 y Rb (retinoblastoma) 
respectivamente (Figura 5.25), y de cambios epigeneticos que 
silencian la transcripcion genica mediante la mediation del 


DNA viral y celular en sitios ricos en los dinucleotidos CpG. ?sSp 

Otros virus a DNA pueden tambien asociarse a tumores, tales | ^\j~j 
como el ya mencionado linfoma de Burkitt, el carcinoma nasofa- 
ringeo o el linfoma inmunoblastico (EBV), o el sarcoma de Kaposi 
(HHV-8). Tambien se pueden asociar a la genesis de tumores al 
menos dos virus a RNA, como se observa en un numero muy li- 
mitado del total de infecciones por el retrovirus HTLV-1 (leucemia 
T del adulto) y en un significativo porcentaje de las infecciones 
cronicas por el virus hepatitis C (carcinoma hepatocelular y cier- 
tos linfomas B). Se ha observado que el EBV, el HBV y el HCV 
tambien inducen la inestabilidad cromosomica en los tumores 
respectivamente generados, mediante la formacion de radicales li- 
bres en la celula infectada. En el caso del EBV, la proteina EBNA-1 
habitualmente presente en todos los tumores asociados a este virus 
(por ejemplo, el linfoma de Burkitt, el carcinoma nasofarfngeo o el 
linfoma de Hodgkin), promueve en los linfocitos un aumento de la 
expresion de la subunidad catalitica Nox2 de la enzima NADPH 
oxigenasa que produce especies reactivas de oxigeno (ROS). Estas 
ROS causan aberraciones cromosomicas, formacion de cortes en el 
DNA bicatenario celular y participation de la respuesta de dafio al 
DNA (Figura 5.26). Dicho dano es semejante al producido por los 
oncogenes celulares c-Myc y Ras que promueven una replicacion 
aberrante, mediante el aumento del numero de replicones activos 
y/o por la alteration de la progresion de la horquilla de replicacion 
del DNA. Los ROS oxidan tambien a protemas y lipidos, a traves 
de los cuales afectan una pletora de vfas de serialization entre las 
que se incluyen el crecimiento celular, la diferenciacion y la apop- 
tosis. 

Esta sucinta enumeration de algunos mecanismos de lesion ce- 
lular muestra el variado espectro de patogenicidad que distintos 
virus pueden ejercer sobre una celula u organo determinados. 

Elio tambien ocurre al transpolar dichos efectos al hospedero. 

Cabe subrayar, sin embargo, que la patogenicidad in vitro de los virus 
no se corresponde inequfvocamente con la observada in vivo. Asf por 
ejemplo, el virus rabia no produce efecto citopatico en cultivos, mien- 
tras que resulta casi siempre letal in vivo. Por el contrario, muchos 
serotipos de vims ECHO inducen efecto citopatico notorio en diversas 
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Figura 5.26. Inestabilidad cromosomica celular promovida por el virus Epstein-Barr. La proteina EBNA-1 induce la activacion trans- 
cripcional de la subunidad Nox2 de la NADPH oxigenasa leucocitaria, lo cual se asocia a la formacion de especies reactivas de oxigeno 
(ROS) y a la respuesta al dano del DNA celular. Como consecuencia, se produce la inestabilidad cromosomica asociada a rupturas del DNA 
bicatenario, y formacion de cromosomas dicentricos. 


lfneas celulares pero no causan habitualmente lesiones in vivo. El efec- 
to patogenico del vims polio en motoneuronas del asta anterior de la 
medula espinal -mediante la inhibicion de la maquinaria biosintetica 
celular- se traduce en la destruction de las mismas con el consiguiente 
impedimento funcional de los musculos inervados (polio paraliti- 
ca). A su vez, los rinovirus producen la muerte de celulas del epi- 
telio nasal y del tracto respiratorio inferior lo cual favorece en un 
territorio susceptible, la sobreinfeccion bacteriana. El vims rubeola 
puede infectar celulas embrionarias humanas sin causarles dano apa- 
rente, aunque su velocidad de crecimiento puede estar alterada, lo cual 
podrfa inducir un retardo en la morfogenesis y el crecimiento de 
diversos organos. Ciertos rotavims atipicos son causales de gastroen- 
teritis asociadas a la formacion de sincicios gigantes en el epitelio de 
las vellosidades intestinales. 

Hasta aquf se han descripto algunos mecanismos directos de 
lesion celular. Sin embargo, diferentes cepas de un mismo vims 
pueden producir en el hospedero un grado diverso de lesion. Elio 
depende de determinantes moleculares y geneticos de virulencia 
de cada vims. 

6.3.1. Bases moleculares y geneticas de la virulencia 

Con el extraordinario avance de las tecnicas de biologia molecular 
y el consiguiente analisis de secuencias genomicas virales ha sido 
posible en algunos casos establecer las bases de la virulencia de 
ciertos vims (Tabla 5.5). El lector es referido a los capitulos espe- 
cificos para una vision mas global de los ejemplos que se incluyen 
a continuation, asi como de los que aqui no se mencionan. 

Polio. Al compararse la secuencia nucleotfdica de la cepa 
parental virulenta de polio P3/Leon/37 con una derivada vacu- 
nal Sabin P3/12 a'b y una tercera cepa que habia revertido a la 
virulencia, se observaron solo 10 nucleotidos diferentes. Se pudo 
determinar que la neurovirulencia de la cepa parental, asi como 


la de aquella que revirtiera a la virulencia estaba asociada a la 
presencia de citosina (C) en la posicion 472 en el extremo 5 ’del 
RNA -region no codificadora de proteinas- en contraposition 
con el uracilo (U) observado en la cepa vacunal (Figura 5.27). Se 
postula que el mecanismo por el cual una region no codificadora 
de proteinas induce la neurovirulencia, estaria asociado a dicha 
modification de la secuencia nucleotidica, la que podria promo- 
ver una alteration en la estructura secundaria del RNA viral, que 
-a su vez- afectaria su procesamiento posterior con factores ce- 
lulares iniciadores de la traduccion. La presencia de U en lugar 
de C en la cepa vacunal Sabin altera la interaction de la region 
genomica adyacente con la proteina PTB (Polypyrimidine Tract 
Binding protein), disminuyendo la eficiencia de traduccion de la 
poliproteina viral en cepas atenuadas, lo cual limitaria la produc- 
tion viral. Se han descripto otras regiones importantes para la 
neurovirulencia de los 3 serotipos de polio: la posicion 480 en 
el extremo 5’ de la region no codificadora del serotipo 1; la se- 
cuencia codificadora de los aminoacidos 95-101 de la proteina de 
la capside VP1 en el serotipo 2 y la posicion 2034 de la region 
codificadora de la proteina VP3 en el serotipo 3. 

Junin. Dc manera analoga a los estudios realizados con la 
vacuna Sabin para polio, investigadores argentinos del grupo de 
Victor Romanowski han comparado la secuencia nucleotidica del 
fragmento genomico L de las cepas vimlentas de Junin XJ44 y 
XJ13 con la cepa vacunal atenuada Candid 1, utilizada para pre- 
venir la Fiebre hemorragica argentina. Al analizar la secuencia 
aminoacidica de las proteinas codificadas en el fragmento L, se 
documentaron 12 mutaciones puntuales en la proteina L caracte- 
risticas de la cepa vacunal. Por el contrario, el otro gen codificado 
en este fragmento (Z) se mantuvo conservado entre todas las cepas 
analizadas. Esto permite hipotetizar que esos 12 cambios de ami- 
noacidos podrian estar asociados al fenotipo atenuado. Un estudio 
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VIRUS 

FACTOR 

EFECTO 

Polio 

Mutacion U472C en la region 5’UT 

Neuro virulencia 

Junin 

12 cambios de aminoacidos en la proteina L 

Atenuacion en la cepa vacunal Candid 1 

Rabia 

Arg333 o Lys333 en el sitio antigenico III de la glicoprotelna 

G 

Virulencia 

Dengue 

Variantes no caracterizadas molecularmente de NS1 

Contribution al aumento en la permeabilidad 
vascular — > Fiebre hemorragica y choque por 
dengue 

HBV 

Mutaciones A1762T y G1764A en el Promotor Basico del 

Core (PBC) 

Asociado a hepatitis cronica activa y a mayor 
riesgo de desarrollar HCC en los genotipos A-D 

Influenza 

Serie de aminoacidos basicos (Arg) en el sitio de clivaje de 
la hemaglutinina por proteasas celulares 

Permite la replication viral en tejidos porfuera del 
tracto respiratorio — > Enfermedad mas grave 

Rotavirus 

Union de NSP4 a un receptor celular 

Enterotoxina viral — > Diarrea secretoria 

Coxsackie B 

Proteasa 2A 

Clivaje de la distrofina en miocardiocitos — > 
miocardiopatia dilatada 

Ebola 

VP 35 con R en posicion 312 del dominio de union a IRF-3 

Inhibe IRF-3 — > extrema virulencia 
(90% de mortalidad) 


Tabla 5.5. Factores asociados a la modificacion de la virulencia viral: algunos ejemplos. 


semejante con el fragmento S de la cepa Candid 1, permitio mapear 
las mutaciones de esta cepa vacunal respecto a otras en las regiones 
codificantes de las glicoprotelnas de envoltura y la nucleoprotefna 
de la capside, habiendose reportado que 2 cambios aminoacldicos 
en la glicoprotelna G2 y 1 en la nucleoprotema N resultan respec- 
tivamente en la perdida de 4 y 2 giros (1 de la estructura secundaria 
en lamina plegada exhibida por otras cepas, por lo que tambien 
podrian ser considerados marcadores de atenuacion. 

Rabia. En este caso, la presencia de los aminoacidos basicos 
arginina o lisina en la posicion 333 del sitio antigenico III en la gli- 
coproptelna G se asocia a la virulencia, mientras que su sustitucion 
por otros aminoacidos produce variantes atenuadas. Se desconoce 
el mecanismo de dicha atenuacion aunque se ha postulado una di- 
seminacion y penetracion al SNC mas lenta al no poder invadir 
ciertas fibras nerviosas. Asimismo, el reemplazo en la fosfoprotei- 
na P viral del sitio de union a la cadena liviana de dinelna (LC8; 
una molecula involucrada en eventos de motilidad intracelular) po- 
tencia la atenuacion antes mencionada. 

HTLY. La expresion genomica de los retrovirus es regulada por 
elementos ubicados en la region 5 ’ terminal ( Long Terminal Repeat 
o LTR). El virus de la leucemia T humana (HTLV-1) al igual que 
otros miembros del genero Deltaretrovirus (HTLV-2, HTLV-3 y 
HTLV-4) codifica en los genes tax y rex proteinas no estructurales 
regulatorias que actuan en trans : las proteinas homonimas Tax y 
Rex. La protelna Tax regula la transcripcion genomica mientras 
Rex promueve el procesamiento y exportation nuclear del RNA vi- 
ral, evento que es impedido por la protelna viral p30 ( jun verdadero 
Yin- Yang viral!). Existen evidencias que asocian a Tax con el ini- 
cio de eventos que promueven el desarrollo de la leucemia T del 
adulto, asi como a la paraparesia espastica tropical. Esta protelna 
se une a otras (o a sus precursores) que tienen capacidad de union 
a regiones del DNApotenciadoras de la transcripcion ( enhancers ), 
activando asi la transcripcion de diversos genes celulares. Por el 
contrario, Tax trans-suprime la expresion de la DNA-polimerasa 
beta, asociada al proceso de reparacion del DNA. 


Dado que Tax es un importante bianco de la respuesta inmune, 
su expresion no es significativa en etapas tardlas de la infection, 
como ocurre en pacientes con leucemia T del adulto, habiendose 
establecido que otra protelna (codificada en la cadena complemen- 
taria del DNA proviral de HTLV-1) denominada HBZ ( HTLV-1 
Basic leucine Zipper) esta asociada a la mantencion de la leuce- 
mia (Figura 5.28). HBZ es estimulada por Tax, aunque el efecto 
es dependiente del sitio de integration proviral. A su vez, HBZ 
inhibe el efecto transactivdor que ejerce Tax sobre los genes 
virales. Tax es una protelna que puede interactuar con una miriada 
de proteinas celulares, para lo cual posee multiples sitios con una 
estructura intrinsecamente desordenada. Elio permite a la pro- 
teina adoptar diferentes conformaciones, actuando cada subregion 
de la misma como modulos independientes, interactuando con dis- 
tintas proteinas segun la localization subcelular. 

Tax interactua con una serie de componentes de varias vias de 
serialization celular (MAP quinasas, JNK, proteinas G, AP-1, etc.). 
Entre los multiples procesos promovidos por Tax se destacan los 
siguientes: 1) la activation y proliferation celular (por aumento de 
la actividad -entre muchos factores- de NFkB (que por ejemplo 
promueve la expresion de IL-2 e IL- 15) y E2F, asi como de la qui- 
nasa PI3-K y disminucion de la de la fosfatasa supresora de tumores 
PTEN [Phosphatase and Tensin homolog deleted on chromosome 
10]); 2) la inhibicion de la apoptosis (inhibiendo a las proteinas 
pro-apoptoticas p53 y Bax, y estimulando a las anti-apoptoticas 
Bcl-XL, IAP [Inhibitor Apoptotic Protein ), survivina y FLIP [FLI- 
CE Inhibitory Protein) (inhibidoras de la apoptosis) y de genes 
supresores de tumores (TGF-(3, p53 y PTEN); 3) la inestabilidad 
cromosomica (asociada al aumento de PCNA [Proliferating Cell 
Nuclear Antigen] y a la consiguiente inhibicion (a altas concen- 
traciones de Tax) del sistema de reparacion del DNA mediado por 
NER [Nucleotide Excision Repair], asi como a la translocation 
al citosol de la proteina MAD-1 (Mitotic Arrest Deficiency-1); 4) 
la inmortalizacion celular (mediante el aumento de la subunidad 
catalitica de la transcriptasa inversa celular telomerasa o hTERT 
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Figura 5.27. Esquema predictivo de la estructura secundaria del dominio V (nucleotidos 471 a 538) de la region 5’ no codificante 
del poliovirus tipo 3 (cepa P3/Leon) y su relation con la neurovirulencia y la atenuacion viral. A. Region 5’ no codificante del RNA 
viral: se indica con el ovalo rojo el dominio V, el que se observa con mayor detalle en la imagen B. La flecha indica el sitio de la posicion 472, 
critica para la atenuacion o virulencia del serotipo 3. C. Las flechas muestran la localization de las mutaciones asociadas a la atenuacion 
de los serotipos 1 , 2 y 3 de la vacuna Sabin, aclarado entre parentesis. La mera sustitucion de C x U en la posicion 472 del serotipo 3, se 
asocia a la atenuacion. Sin embargo, la reversion a la virulencia puede ocurrir (reemplazo de UxC). Dicho infrecuente evento, se asocia a 
los casos de polio paralitica observados en aproximadamente 1 de cada 3 millones de individuos vacunados con la vacuna Sabin. Debido a 
diferencias en las secuencias, la base 483 ocurre en el residuo 480 de la secuencia de Sabin 1 , mientras que la 484 comprende el residuo 
481 de la secuencia de serotipo 2 de Sabin. Las regiones con apareamiento de bases se designan como a, b, y c. De: Macadam AJ, et al. 
J Virol 80 (17): 8653-63. 2006. Reproducido con autorizacion. 


(human Telomerase Reverse Transcriptase ); 5) el rearreglo del ci- 
toesqueleto (por sobreexpresion de la quinasa PI3-K e inhibition de 
la(s) fosfatasa(s) PTEN y/o SHIP [Src Homology 2 domain contai- 
ning Inositol polyphosphate Phosphatase]), lo cual genera la tabu- 
lation nuclear caracterfstica de los LT de los pacientes con leucemia 
T del adulto);6) la angiogenesis (asociada al aumento plasmatico 
de VEGF ( Vascular Endothelial Growth Factor) y a la actividad 
de MMP9 [ Matrix Metallo Proteinase ] en las celulas endotelia- 
les que mediante su actividad de gelatinasa disrumpe la membrana 
basal endotelial, permitiendo la extravasation de LT infectados a 
los tejidos diana; 7) la invasion al tejido oseo (por aumento de la 
actividad de RANKL-1 [Receptor Activated NFkB Ligand) que 
promueve la differentiation de celulas progenitoras a osteoclastos, 
lo que promueve la reabsorcion osea y la consiguiente hipercalce- 
mia. Otros eventos en los que Tax esta directamente involucrada 
son la migration celular (interactuando con pequenas GTPasas del 
citoesqueleto) y la formation de la sinapsis virotagica. 

Tax transactiva la transcription del genoma de HTLV- 1 actuan- 
do sobre la region LTR, y es imprescindible para la replication 
(Figura 5.29). Inicialmente Tax libera al genoma de la actividad de 
proteinas represoras de la transcription, como la histona deacetila- 
sa-1 (HDAC-1) y/o la histona metilasa (HMT) al interactuar con 
ellas. Para esta transactivacion viral se requiere un enhancer com- 
puesto por tres secuencias de 21pb repetidas. Esta secuencia con- 
tiene un elemento de respuesta al c AMP ( cAMP Response Element 
o CRE), la que junto a otra region contigua "corriente arriba" per- 
mite la transactivacion del genoma proviral. 

Entre los genes celulares transactivados se encuentran el de la 
cadena a del receptor para IL-2 (IL-2r a) y el de la cadena homo- 
nima del receptor para IL-15 (IL-15r a), el de las citoquinas IL-2, 
IL-13 e IL-15, el factor de crecimiento tumoral (I (TGF-(3), los on- 


cogenes c-fos y c-erg, y el factor estimulador para la formation de 
colonias de granulocitos-macrofagos (GM-CSF). La expresion de 
moleculas HLA-I esta aumentada por Tax en celulas gliales pero no 
en linfocitos T, donde -por el contrario- otra proteina viral (pl2) 
inhibe su expresion en la membrana citoplasmatica. Analogamente 
al requerimiento del enhancer de 21pb para transactivar la trans- 
cription del genoma del HTLV-1, se necesita la secuencia enhan- 
cer a la que se une el factor transcriptional NFkB (Nuclear Factor- 
kappa B) para transactivar los genes codificantes de IL-2, IL-2r 
a, IL-15, IL-15r a, TGF-P, GM-CSF, y el elemento de respuesta 
SRE (Serum Responsive Element) para los oncogenes c-fos y c- 
erg. El factor NFkB es -a su vez- activado por Tax al promover 
su liberation del complejo formado por dicho factor con la protei- 
na IkB (que lo mantiene secuestrado en el citoplasma), mediante 
la fosforilacion de esta por la quinasa IKK (IkB Kinase), la que 
constitutivamente es activada en las celulas infectadas por HTLV- 1 
por TAK-1 (TGF-P Activator Kinase). Tax no solo activa TAK-1, 
sino tambien promueve el reclutamiento de IkK hacia TAK-1, para 
favorecer su interaction. 

A la region genomica proviral dentro del LTR que contiene el 
elemento de respuesta CRE se pueden unir diversas proteinas de 
la familia CREB/ATF. Entre ellas se encuentran la proteina CREB 
(cAMP Response Element Binding), CREM (cAMP Response 
Element Modulator), ATF (Activating Transcription Factor), etc. 
Estas proteinas tienen la posibilidad de unirse simultaneamente al 
DNA y a otras proteinas. Elio es posible merced a poseer tanto 
un dominio basico de union al genoma celular en forma de ho- 
modlmeros o heterodlmeros de rnodo analogo al de un cierre tipo 
cremallera -mediado por estructuras de leucina (leucine zipper 
structures)-, y otro con el que pueden formar un complejo con Tax. 
Una vez estabilizados los complejos sobre el promotor ubicado en 
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Figura 5.28. Efectos generales promovidos por la protei'na Tax de HTLV-1. Multiples vias de senalizacion reguladas por Tax (flechas 
negras) promueven la leucemogenesis y la invasion tumoral de otros tejidos como el oseo. Tax estimula tambien la expresion de HBZ 
(codificada en la hebra complementaria del DNA proviral; flecha verde) para mantener la leucemia. HBZ inhibe la actividad de Tax (flecha 
roja). Se indica el origen de algunas abreviaturas provenientes del ingles: NFkB: Nuclear Factor k B); PI3-K: Phosphatidyl Inositol 3 Kinase; 
PTEN: Phosphatase and Tensin homolog deleted on chromosome 10; Bax: Bcl-2 Associated X protein ; Bcl-XL: B cell lymphoma-extra 
Large ; IAP: Inhibitor Apoptotic Protein ; FLIP: FLICE Inhibitory Protein); TGF-f>: Tumor Growth Factor, PCNA: Proliferating Cell Nuclear 
Antigen; NER: Nucleotide Excision Repair, MAD-1 : Mitotic Arrest Deficiency -1 ; hTERT: human Telomerase Reverse Transcriptase; SHIP: 
Src Homology 2 domain containing Inositol polyphosphate Phosphatase ; VEGF: Vascular Endothelial Growth Factor: MMP9: Matrix Metallo 
Proteinase; RANKL-1 -.Receptor Activated NFkB Ligand (vease la explicacion en el texto). 


el LTR proviral, Tax atrae factores que modifican las histonas y 
remodelan la cromatina. Esto permite la interaccion genomica con 
factores de transcripcion del aparato basal, que se unen a la region 
TATA dentro del LTR. Dicho complejo se estabiliza totalmente me- 
diante la interaccion de Tax con los factores TFIIA, TFIID y TBP 
(TATA Binding Protein). Una vez formado el complejo inicial, co- 
mienza la transcripcion. Para continuar con la fase de elongacion, 
es necesaria la fosforilacion del dominio carboxilico de la RNA 
polimerasa II, evento ejecutado al reclutar Tax al factor P-TEFb 
(P -Transcription Elongation Factor b). La interaccion entre 
Tax con miembros del complejo SWI/SNF (Switch/Sucrose Non 
Fermentable) evita la detention de la elongacion transcripcional al 
permitir el acceso de diversos factores transcripcionales al DNA. 

El extremo carboxilico de la protelna Tax contiene un conglo- 
merado de aminoacidos acidos, cuya deletion se asocia a su inacti- 
vation funcional. Este dominio acidico se asemeja funcionalmente 
-aunque no es identico- al activador de enhancers VP 16 ( Trans - 
Inducing Factor a o a-TIF) de los herpesvirus. 

En smtesis. Tax activa indirectamente la expresion de diversos 
genes virales y celulares. 

HIV. No se conocen con precision las bases moleculares que 
se correlacionen con variantes en la patogenicidad del virus HIV. 
Durante la fase aguda de la infection, ocurre una masiva depletion 
de la poblacion de linfocitos T CD4 + CC35 + de memoria ubicados 
en el tejido linfoide asociado a la mucosa intestinal, lo que con- 
duce a un importante e irreversible dano funcional de la respues- 
ta inmune mediada por la poblacion de CD4 + . La emergencia de 
una potente, pero finalmente ineficaz inmunidad humoral y celular 
anti-HIV, conduce a la fase cronica, caracterizada por un control 
solo partial de la replication viral, activation celular persistente y 
merma progresiva del pool de linfocitos T naive y de memoria, as! 
como depletion de los linfocitos T CD4 + circulantes. 

En comun con otros retrovirus, HIV posee genes que codifican 


el core (gag), la transcriptasa inversa, proteasa e integrasa (pol ) 
y la envoltura (env). HIV ademas posee una serie de genes que 
codifican proteinas auxiliares regulatorias (Tat y Rev) y accesorias 
(Nef, Vif, Vpr, Vpu [para HIV-1], y Vpx [para HIV-2]), cuya locali- 
zation, principals funciones y significado de sus denominaciones 
se indican en la Tab la 5.4. Solo se hara enfasis aqui en los aspectos 
mas relevantes de algunas de ellas y en el papel crucial de Nef y 
Vif en la patogenesis. 

La actividad de Tat y Rev es esencial para la replication. El 
DNA proviral contiene en sus extremos secuencias repetidas largas 
(LTR o Fong Terminal Repeats) que funcionan como promotores 
de un bajo nivel basal de la transcripcion. En el LTR existen si- 
tios para la union de multiples factores de transcripcion celular, 
como NFkB. Su liberation desde el citoplasma en las celulas activa- 
das (disociandose de su inhibidor IkB), puede explicar la necesidad 
de dicha activation para la replication del HIV. Tat transactiva la 
transcripcion uniendose a secuencias especificas del RNA viral 
denominadas TAR (Figura 5.30). Dicha union permite una mayor 
procesividad de la RNA polimerasa II celular y por ende sintetizar 
los RNAm de tamano completo en lugar de moleculas correspon- 
dientes a eventos de transcripcion truncada. La expresion de Tat en 
ratones transgenicos induce lesiones semejantes a las observadas en 
el sarcoma de Kaposi, una lesion tumoral inducida por el HHV-8 
en pacientes con SID A, cuyo genoma es transactivado por Tat. Esta 
protelna puede inhibir la maquinaria enzimatica de sintesis de 
microRNAs (miRNAs) celulares, asi como la de RNA silenciadores 
virales con polaridad opuesta a los mensajeros del HIV denominados 
HAA (HIV Antisense initiator Antisense RNA) generados a partir de 
un elemento promotor HIValNR (HIV antisense Initiator) presen- 
te en la cadena sentido del DNA proviral en ambos LTRs. Dichos 
miRNAs/siRNAs virales pueden regular la expresion de los RNAm 
virales, mediante la exacta complementariedad de sus bases con el 
comienzo y al final de la secuencia de dichos mensajeros. Por ende, 
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Figura 5.29. Efectos promovidos por la proteina Tax de HTLV-1. (1) En una primera etapa de promotion de la replicacion viral la proteina 
Tax transactiva genes virales, uniendose al potenciador ( enhancer ) de la transcription ubicado dentro del LTR proviral. En un 5-10% de los 
individuos con infection persistente por HTLV-1 , se produce la proliferation clonal de los linfocitos T (LT) infectados. Tax promueve la ex- 
presion de ciertos genes celulares pro-oncogenicos (inhibiendo la de aquellos que inhiben la transformation, como TGF-13), de citoquinas, 
asi como de subunidades de sus receptores. Los promotores de algunos de estos genes poseen sitios potenciadores de la transcripcion 
donde se une el factor NFkB (enhancer NFkB) y otros exhiben la secuencia SRE (Serum Responsive Element). Tax forma heterodimeros 
con la subunidad p50 de NFkB y promueve la expresion de los genes que poseen la secuencia de DNAdel potenciador homonimo. Atraves 
de las citoquinas indicadas y sus respectivos receptores expresados en superficie se promueve la proliferacion celular. El circuito IL-2 / 
IL2r induce un aumento de la expresion de la subunidad catalltica de la transcriptasa inversa celular telomerasa (hTERT), necesaria para 
la immortalization celular. 


los miRNAs son secuencias de RNA no codificantes que regulan 
la expresion genica. De lo expuesto, se infiere que Tat afecta no 
solo aquellos miRNAs que obran como mecanismo celular de de- 
fensa especlflco contra HIV, sino el entorno global de los mismos 
en la celula infectada. 

Las proteinas regulatorias Tat y Rev, y la accesoria Nef son sin- 
tetizadas inicialmente en la infeccion celular, mediante RNAs que 
exhiben 2 eventos de corte y empalme (splicing). Rev reconoce 
una region del RNA correspondiente al gen env, denominada RRE 
(RNA responsive element ) que favorece la exportation nuclear de 
los RNAs que tienen dicha secuencia (en una hebra elongada inicial- 
mente gracias a Tat y "sin tiempo" suficiente para que actue total- 
mente la maquinaria de corte y empalme celular), lo que promueve 
la sfntesis de la totalidad de las proteinas del HIV (Figura 5.30). 

Nef es un factor viral necesario para la total virulencia del 
HIV, lo que resulta "nefasto" para el hospedero. Su expresion impul- 
sa al menos 6 acciones crlticas en la patogenesis: 1) promueve la in- 
ternalization y degradacion de CD4 en la superficie celular por 
la via endosomal/lisosomica; 2) inhibe selectivamente el trans- 
porte a la membrana celular de ciertas moleculas del CMH-I 
(HLA-A mas que -B, pero no de otras como HLA-C y -E), lo cual 
afecta el reconocimiento de las celulas infectadas con HIV por 
linfocitos T CD8 + citotoxicos, asi como por celulas NK; 3) inhibe 
la expresion de HLA-II y de receptores para quimioquinas en 
la superficie celular; 4) promueve la activation celular median- 
te la interaccion con la quinasa Pak-2 (p21 activated kinase ); 5) 
aumenta la infectividad del HIV; y 6) inhibe la apoptosis de los 
LT CI)4 4 infectados promovida por Fas o TNF-a (a traves de la 
via Ask-l-dependiente) y promueve la de los linfocitos CD8 + que 
los reconocen (mediante la via Fas/FasL, al aumentar la expre- 
sion de estas ultimas en los CD4 + ), pero la promueve en dichas 
celulas mediante el aumento de expresion de PD-1 (Figura 5.31). 


Lo expuesto deviene en una alteration significativa de la respuesta 
inmune adaptativa. 

La remocion de moleculas CD4 de la superficie celular es po- 
sible merced a que Nef una vez miristilado se ancla en la mem- 
brana plasmatica, y promueve la disociacion de p56 iCK (tambien 
denominada LCK) del complejo formado entre esta y la cola cito- 
plasmatica de CD4. Al unirse a la proteina adaptadora AP-2, Nef 
tambien promueve un incremento en la formacion de fositas de 
clatrina, dentro de las cuales se internaliza CD4. para iniciar su 
endocitosis y subsiguiente degradacion lisosomica. La regulation 
negativa que Nef ejerce sobre las moleculas CD4 es independiente 
de su capacidad para incrementar la infectividad del HIV e inhibir 
la expresion de ciertas moleculas del CMH en la superficie celular. 
Esta inhibition de la expresion de ciertas moleculas CMH-I se 
produce mediante una aceleracion de la endocitosis de las mis- 
mas y un retardo en el reciclado hacia la superficie. El primer 
evento esta mediado por la initial interaccion entre Nef y la pro- 
teina celular PACS-2 (Phosphofurin Acidic Cluster Sorting pro- 
tein 2) que al ser desplazada a la red del trans-Golgi, produce una 
cadena de eventos de fosforilacion disparados por un miembro de 
la familia de las src quinasas (tirosina-quinasas) denominado SFK 
que promueve la fosforilacion de Zap70-Syk y consiguientemente 
la union de esta con la Fosfatidil-inositol 3-quinasa (PI3K), lo cual 
incrementa el nivel de PIP, y estimula la actividad del factor de 
intercambio nucleotidico de guanosina ARNO y la carga de GTP 
en la molecula ARF6 (ADP-Ribosylation Factor 6). El retardo 
del reciclado de moleculas del CMH-I hacia la superficie celular 
involucraria la formacion de un complejo ternario entre la mo- 
lecula del CMH-I, Nef (como puente facilitador) y la proteina 
celular API, lo cual relocaliza a la primera en la region perinu- 
clear. Sin embargo, la inhibition de CMH-I no es totalmente eficaz, 
ya que el hospedero monta una respuesta inmune citotoxica contra 
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Figura 5.30. Esquema del genoma proviral del HIV y efectos de las protemas regulatorias Tat y Rev. Los diversos genes virales estan 
flanqueados por regiones repetitivas largas (5’ y 3’ LTRs) que poseen secuencias necesarias para la iniciacion (promotores) y termination 
transcripcional. El 5’ LTR es reconocido por la maquinaria celular, ya que posee sitios de union para diversos factores de transcription 
celular (como las regiones genomicas potenciadoras [enhancers] de NFkB, Spl, etc.), aunque exhibe un bajo nivel de actividad promotora. 
La diferente disposition vertical de los genes indica su correspondencia con cada uno de los tres marcos de lectura ubicados en una misma 
cadena. Las protemas Tat y Rev (al igual que Nef) se sintetizan como resultado de eventos de corte y empalme (splicing). Tat reconoce 
y se une a una secuencia de RNA (TAR: Trans-Activating Response element ) que forma una protuberancia con aspecto de asa-rulo ubi- 
cada inmediatamente corriente abajo del sitio de inicio de la transcripcion. En ausencia de Tat se produce una transcripcion abortiva. Su 
presencia incrementa la procesividad y facilita la elongation del RNA. Al sintetizarse el RNA Integra, se alcanza a producir una secuencia 
de reconocimiento para REV, denominada RRE ( Rev Responsive Element), merced a lo cual se produce la exportacion nuclear del RNA 
sintetizado. Rev contrarresta el efecto supresor de la exportacion asociado a secuencias desestabilizadoras ricas en A/U, presentes en 
las regiones genomicas gag y pol. En la misma region del DNA proviral que codifica TAR (la subregion repetida R) y hasta la subregion U3 
(Untranslated 3') dentro del LTR, pero en sentido opuesto, existe un elemento promotor iniciador transcripcional antisentido (en ingles HIV 
antisense initiator o HIValNR) del que deriva un RNA antisentido (HIValNR antisense RNA), a partir del cual se codifica(n) la(s) protelna(s) 
HAP (HIV Antisense Protein). El RNA sintetizado puede operar tambien como un precursor de miRNAs / siRNAs virales complementarios a 
las primeras bases del RNA viral (con polaridad sentido), regulando su expresion. TAT puede suprimir o inactivar (por interaccion directa) la 
actividad de los RNA silenciadores de la propia expresion de los genes del HIV y tambien regular la production de algunos siRNAs celulares 
(y potencialmente virales) al inhibir a la RNAsa III celular Dicer que los genera en el citoplasma. 


HIV, aunque la misma no logra limitar la infection. La activation 
celular por Nef esta asociada a la union y activation de la qui- 
nasa PAK2, que fosforila la proteina regulatoria del citoesqueleto 
MERLIN ( Moesin-Ezrin-Radixin-Like Protein) encargada de unir 
a la actina con las glicoprotemas de la membrana celular. El au- 
mento de la infectividad promovido por Nef esta asociado a tres 
potenciales acciones: a) inhibir la barrera de actina que impide 
el ingreso viral; b) evitar que las capsides que entran a la celula 
sean degradadas en el proteasoma; c) inhibir una proteina ce- 
lular (aun no caracterizada) que interflere con la interaccion 
entre la envoltura viral y la molecula CD4, impidiendo su pro- 
duccion celular e incorporation al virion. 

La expresion de Vif esta criticamente vinculada a la infectivi- 
dad del HIV, ya que su ausencia deviene en la generation de partf- 
culas defectuosas con multiples capsides. Su action principal esta 
mediada por la inhibition de la proteina celular APOBEC3G 
(A polipoprotein B mRNA-Editing Catalytic polypeptide 3G ), una 
citidina desaminasa que experimentalmente puede convertir celu- 
las permisivas para HIV en no permisivas. APOBEC3G transforma 
residuos de dC en dU del DNA del HIV en un contexto de dinu- 
cleotidos dCdC, con un gradiente decreciente de actividad desde el 
extremo 5’ al 3’ de la hebra (Figura 5.32). Estas mutaciones tornan 


defectuoso el molde para la sintesis del RNA genomico, pues en 
lugar de incorporarse a este un residuo G, lo hara una A, redu- 
ciendo la aptitud replicativa (fitness) del genoma. APOBEC3G es 
activa al unirse a hebras de DNA monocatenario, aunque tambien 
puede unirse al RNA monocatenario, sin activarse. Esto ultimo es 
importante pues APOBEC3G no solo promueve la hipermutacion 
de la cadena negativa de DNA sintetizada, sino que tambien -en 
ausencia de Vif- es incorporada al virion, al unirse al RNA viral. 
APOBEC3G tambien tiene actividad antiviral independiente de su 
actividad como desaminasa. Vif promueve su inhibition tanto al 
inducir su degradation proteasomica luego de atraer al comple- 
jo E3 ubiquitina-ligasa ( Cullina-5/elongina B/elongina C/Rb.xl), 
como tambien por mecanismos independientes del proteasoma. 

HBV. La transcripcion del RNA pregenomico del HB V es con- 
trolada por el promotor del core, el cual consiste en un promotor 
basico del core (BCP) y dos elementos regulatorios, uno positivo 
(RE [+]) y otro negativo (RE [-]). El BCP contiene el sitio de union 
principal para una variedad de factores de transcripcion incluido el 
factor nuclear hepatocitario 4 (HNF4) y el factor de transcripcion 
1 de uno de los promotores de la albumina de polio (COUP-TF1). 
Las mutaciones mas frecuentemente detectadas en el BCP son 
A1762T y G1764A, las cuales reducen la union del COUP-TF1 al 





Capi'tulo 5 / Patogenia de las infecciones virales 


109 


CMH-I 

CMH-I 

CMH-I 

(CyE) 

(Ay B) 

A, B, Cy E 



Figura 5.31. Efectos de la protei'na Net del HIV. La miristilacion de Nef promueve la remocion de moleculas CD4 de la superficie celular. 
Tambien inhibe la presentacion de algunas moleculas de histocompatibilidad de clase I (A y -en menor medida- B, pero no C ni E) y II en la 
membrana plasmatica. Nef tambien aumenta la infectividad del HIV y promueve la activacion de los linfocitos T CD4+. Mediante la interac- 
cion Fas/FasL induce la apoptosis de los LT CD8 + que reconocen a los CD4 + infectados. 
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Figura 5.32. Inhibicion de la cidltina desaminasa celular APOBEC3G por la protei'na Vif del HIV. APOBEC3G se une al DNA proviral 
monocatenario promoviendo la sustitucion dC por dU, lo que hara que el RNA viral luego sintetizado incorpore una A, en lugar de una G (hi- 
permutacion G -» A), afectando su funcionalidad. Tambien puede unirse al RNA monocatenario viral incorporandose al virion. Vif promueve 
la inhibicion de APOBEC3G por mecanismos dependientes e independientes de su degradacion en el proteasoma. 
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Figura 5.33. Participacion de la proteina no estructural 1 (NS1) del virus dengue en el derrame plasmatico observado en casos 
graves de la enfermedad homonima. El choque y la fiebre hemorragica por dengue estan parcialmente promovidos por la activation del 
sistema Complemento (C). La formation de inmunocomplejos (NS1 y anticuerpos [Acs] especificos pre-existentes por una infection ante- 
rior) en circulation o sobre la superficie endotelial activa la cascada del sistema complemento, aumentando la permeabilidad capilar. Debido 
al mimetismo molecular, los anticuerpos anti-NSI tambien reconocen antigenos expuestos en la superficie de las celulas endoteliales, lo 
que desencadena mecanismos apoptoticos, con participacion de especies reactivas de oxigeno (ROS) y nitrogeno (RNS). H-S: heparan 
sulfato; C-S E: condroitin sulfato E. 


BCP y generan un nuevo sitio de union para el factor de trans- 
cription especiflco del hlgado HNF1. Estos cambios en la union a 
factores de transcription probablemente sean la causa de la dimi- 
nution en los niveles de RNAm de pre-core y en la sfntesis de HBe 
Ag observada en estudios de transfection in vitro con variantes que 
posefan estas dos mutaciones. Algunos autores postulan un aumen- 
to en la replication debido a estas mutaciones, ya que -contraria- 
mente a lo que ocurre con las mutantes e' (tambien denominadas 
e minus)- las mutaciones A1762T y G1764A son mas frecuentes 
en pacientes con hepatitis cronica activa antes y despues de la se- 
roconversion HBc Ag — > anticuerpos anti-HBe. Estas mutaciones, 
estan asociadas a un peor curso evolutivo de la infection en pa- 
cientes infectados con ciertos genotipos (A, B, C y D) del HBV 
(vease el Capitulo 24.3). 

La protefna X del HBV (HBx) se comporta como un transac- 
tivador de la transcription de genes virales y celulares, a la vez 
que modula el Ca ++ citosolico, promueve la actividad del factor 
transcripcional STAT-3, acelera el paso por los puntos de chequeo 
del ciclo celular, y estimula la actividad de la telomerasa (ribonu- 
cleoproteina asociada a la inmortalizacion), eventos que promue- 
ven la tumorigenesis. En ratones transgenicos, la sola expresion de 
HBx produce el hepatocarcinoma. A su vez -y como consecuencia 
del solapamiento del BCP y del gen x- las mutaciones A1762T 
y G1764A se traducen en cambios aminoacidicos en la proteina 
HBx. HBx mutada une eficazmente a HNF1 in vivo , aumentando la 
union al DNAy el efecto transactivador de este factor, justificando 
que aquellos pacientes con infection cronica por una cepa de HBV 
que presenta estas mutaciones tienen un mayor riesgo de desarro- 
llar hepatocarcinoma celular. 

La proteina HBx salvaje se comporta como un transactivador 
de la transcription para genes no solo del HBV, sino tambien de 


otros virus como HIV, sobre el que tambien promueve un aumento 
de la replication. En este caso, su action transactivadora sobre el 
promotor ubicado en el LTR proviral del HIV es sinergfstica con 
la proteina transactivadora Tat de este, lo que podria contribuir a 
una progresion mas rapida al SIDA en los pacientes coinfectados 
con HIV-HBV. 

Dengue. La glicoproteina no estructural 1 (NS1) de este virus 
es un factor importante tanto en la replication del genoma viral 
como en la alta virulencia de este agente. Se la puede encontrar 
tanto en el compartimiento intracelular -co-localizando con el 
RNA viral doble cadena (forma replicativa)- como en el exte- 
rior celular en su forma soluble. La acumulacion de NS1 soluble 
en suero de pacientes infectados -as! como los niveles elevados 
de IFN-cx, TNF-a e IL-10- se correlaciona con la gravedad de la 
enfermedad y es por esto que se ha postulado que esta protefna 
contribuirfa con los cambios de permeabilidad vascular a traves 
de la activation de la cascada de complemento dependiente de 
anticuerpos, observados en los pacientes con fiebre hemorragica 
y choque por dengue (Figura 5.33). Si bien no se han dilucidado 
aun los mecanismos exactos mediante los cuales la proteina NS1 
soluble se presenta en la superficie de celulas infectadas y no in- 
fectadas, se ha postulado para estas ultimas la union de la protefna 
viral a glicosaminoglicanos (heparan sulfato y condroitin sulfato 
E) que se encuentran en la superficie celular, principalmente en 
celulas endoteliales. Se ha demostrado que la exposition de NS1 
sobre la superficie de celulas endoteliales presenta una marcada 
especificidad por hlgado, rinon, pleura y peritoneo, a diferencia 
de intestino o cerebro. Lo anterior explicaria el selectivo derra- 
me vascular que ocurre en las infecciones graves por dengue y 
que estarfa relacionado con la relativa habilidad de las celulas 
endoteliales de los diferentes tejidos para unir a la NS1 soluble 
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Figura 5.34. Virus influenza. A-D: distribucion de las hemaglutininas (HA) y neuraminidasas (NA) en la superficie del virus influenza, segun 
su disposition espacial. Se observa un cluster de hemaglutininas (panel "A", a la izquierda), una molecula de neuraminidasa en un cluster 
de hemaglutininas (panel "A", al centra) y un cluster de neuraminidasas (panel "A", a la derecha). Los paneles "B" y "C" muestran dentro 
del recuadro respectivo la estructura de HA y NA. La barra horizontal indica 5 nm. El panel "D" muestra un modelo de distribucion de HA 
(en verde) y NA (en amarillo), asi como de la capa lipldica de envoltura (en azul). La barra indica 20 nm. E. M.E. de particulas virales de 
influenza A (H1N1) causante del brote de 2009. Se observan particulas ovales o esfericas con espiculas correspondientes a la expresion 
en su superficie de moleculas de HAy NA. La barra horizontal indica 100 nm. 

Fuente: las imagenes de los paneles "A-D" fueron publicadas por Harris A. et al. PNAS 2006, 13: 19123-7. Reproducido con autorizacion. 
La imagen del panel "E" fue obtenida del sitio web www.cdc.gov (CDC: Centers for Disease Control and Prevention, EE.UU.). 


y mediante esto ser bianco de la reactividad cruzada de los anti- 
cuerpos especlficos anti-NSl durante una infection secundaria. 
Recientemente, se ha comprobado en un modelo experimental 
murino in vivo que otro de los mecanismos involucrados en el 
desarrollo de la hemorragia por dengue, es la production de espe- 
cies reactivas de nitrogeno (RNS) y oxigeno (ROS) por parte de 
las celulas endoteliales infectadas El oxido nitrico (NO) reaccio- 
na con superoxido (C),-) para formar peroxinitrito (OONO-), el 
cual nitra al aminoacido tirosina y forma nitrotirosina. La expre- 
sion de la enzima oxido-nitrico sintetasa inducible (iNOS) y de 
nitrotirosina en el tejido hemorragico se ve estimulada sinergisti- 
camente por TNF-a, lo cual promueve la apoptosis de las celulas 
endoteliales, con el subsiguiente derrame vascular. 

Influenza. Una mayor replicacion del virus influenza se 
asocia a una mayor virulencia, por lo que se introducira al lec- 
tor inicialmente en este tema. Dos caracterfsticas sobresalen de su 
RNA: 1) su inestabilidad; y 2) su plasticidad. Ambas caracterfsticas 
posibilitan la evolution particular e impredecible de este agente 
en la naturaleza. 

El virus es capaz de padecer cambios hasta en aproximadamen- 
te un 50% de su secuencia aminoacidica en las glicoproteinas de 
envoltura (hemaglutinina [abreviado HA en el texto y H en la no- 
menclature de sutbipo] y neuraminidasa [NA y N. respectivamen- 
te]; figura 5.34) y conservar aun su funcion (Tabla 5.6). Algunas 
de dichas sustituciones (o en otras proteinas virales) se asocian a 
cambios antigenicos (Figura 5.35 Ay B). 

Por ser influenza un virus con genoma a RNA que utiliza para 
su replicacion un complejo de polimerasas virales (PA, PB 1 y PB2) 
que no tienen capacidad de lecture de prueba (correction de errores 
al momenta de la copia del templado de RNA), estos pueden ocu- 
rrir en el proceso de copia de las bases complementarias al templa- 
do (mutaciones). Estas mutaciones -asf como las promo vidas por 
la presion de selection positiva del sistema inrnune- promueven 


cambios antigenicos menores en las glicoproteinas de envoltura 
(en ingles antigenic drifts) y se asocian a las epidemias anuales ob- 
servadas. La ocurrencia de algunas mutaciones especiflcas puede 
afectar el tropismo del virus por un determinado hospedador u 
organo, la virulencia de las cepas y su transmisibilidad. 

La segmentation del RNA viral favorece su reasociacion 
(mezcla de segmentos genomicos de diferente origen) cuando en 
una misma celula hospedera coexisten dos o mas virus influenza 
diferentes. El evento de reasociacion genica del RNA de influenza 
ha dado origen a grandes cambios fenotfpicos abruptos en el vi- 
rus (habitualmente se afectan las glicoproteinas de envoltura HA 
y NA, y las polimerasas PB1, PB2 y PA), lo cual se tradujo en 
las pandemias de 1957 (H2N2) y 1968 (H3N2), sin participation 
directa de porcinos. La designation de dichos subtipos dentro del 
tipo A de virus influenza indica los cambios antigenicos mayo- 
res entonces ocurridos (en ingles antigenic shifts ) en las respec- 
tivas hemaglutininas y neuraminidasas, observandose la sucesiva 
(H1N1— >H2N2— >H3N2) o concomitante circulation (desde 1977 
hasta el presente H3N2 y H1N1) de cepas de influenza A (ademas 
de la B). La pandemia de 1918 (H1N1) ocurrio por un "salto" de 
especie de un virus totalmente aviar transmitido al hombre (Figura 
5.36). En sintesis, los cambios antigenicos mayores pueden involu- 
crar cepas de diverso origen, como por ejemplo porcino / humano, 
aviar / humano, o aun porcino / aviar / humano (como se documen- 
to con el virus influenza A H1N1 de "origen porcino", emergente 
en 2009). 

La secuencia de aminoacidos de la hemaglutinina (HI) de 
influenza A H1N1 pandemica 2009 difiere sustancialmente de 
la correspondiente a cepas de influenza estacional circulantes en 
2008 (tambien de la familia HI) y consiguientemente, de la actual 
vacuna en uso para humanos. A modo de ejemplo, estimaciones 
preliminares documentaron un 27,2% de cambios al comparar- 
se la cepa emergente A/Califomia/08/2009 (H1N1) con la de la 
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Segmento de 
RNA 

Proteinas codificadas 

Algunas funciones de importancia 
asociadas a las proteinas virales 

1 

PB2 (polimerasa basica 2) 

■ Polimeriza el RNA viral complementario (con polaridad [+]) 


PB1 (polimerasa basica 1) 

■ Polimeriza el RNA viral complementario (+) 

2 

PB1-F2 (proteina codificada en el 2do. 
marco de lectura de este segmento del 
RNA viral) 

■ Promueve la muerte de celulas del sistema inmune (macrofagos 
alveolares tipo II; celulas dendriticas) mediante apoptosis mediada 
por las mitocondrias; regula a PB1 

3 

PA (polimerasa acida) 

■ Polimeriza el RNA viral (-) 

4 

HA (hemaglutinina) 

■ Promueve la adsorcion viral a receptores celulares de acido sialico, 

por lo que determlna el rango de especle 

5 

NP (nucleoproteina) 

■ Protege el material genetico viral en la celula 

■ Transporta el RNA viral al nucleo 

■ Colabora con la actividad de la PA 

6 

NA (neuraminidasa) 

■ Libera las particulas virales de sustancias mucoides y permite el 
egreso viral de la celula, por lo que esta impllcada en la transmlsi- 
billdad viral 


Ml (proteina de matriz 1) 

■ Promueve la interaction entre la nucleocapside y la envoltura viral 

7 

M2 (proteina de matriz 2) 

■ Actua como canal ionico de transmembrana que permite la acidifica- 
tion viral necesaria para proseguir la infection intracelular 

8 

NS1 (proteina no estructural 1) 

■ Inhibe la actividad antiviral inducida por el sistema Interferon, al 
impedir el reconocimiento celular del RNA viral por el "sensor" celular 
RIG-1 (limitando la induction de aquel), y al bloquear la actividad de 
la proteinas celulares PKR y CPSF30 


NS2 / NEP (proteina no estructural 2 / pro- 
teina de exportation nuclear) 

■ Regula la transcription / replication viral 

■ Se asocia al transporte de nucleocapsides hacia la membrana citoplas- 
matica (junto a Ml) 


Tabla 5.6. Relation entre los segmentos del genoma a RNA viral y las proteinas codificadas por influenza tipo A. 


cepa estacional A/USA/WRAMC- 11 54048/2008 (H1N1); (Figura 
5.35.A). En modo analogo, la secuencia aminoacldica de la neura- 
minidasa exhibe un 18,2% de sustituciones respecto a la de cepas 
circulantes en 2008. Estos cambios tan importantes se encuadran 
entre los denominados cambios "mayores", aun cuando el vi- 
rus sigue perteneciendo al subtipo H1N1 de virus. Los cambios 
observados en la hemaglutinina del nuevo virus estan concen- 
trados en los 5 sitios antigenicos (A-E) responsables de inducir 
anticuerpos neutralizantes; ademas el sitio C exhibe la susti- 
tucion aminoacldica Asp277Asn (acido aspartico — > asparagina 
en la position 277 de la hemaglutinina) que "introduce" un nuevo 
sitio de glicosilacion que podrfa "enmascarar" dicho determinante 
antigenico (Figura 5.35.B). 

Al presente, se ignora el comportamiento que tendra dicho 
virus emergente pandemico 2009 (Figuras 5.34, panel B, y 5.37), 
en funcion de la actual circulation de cepas causantes de la influen- 
za estacional por virus tipo A subtipos H1N1 y H3N2. Tambien 
se desconoce el comportamiento que el nuevo virus podrfa tener 
en un determinado hospedador ante la eventual coinfection con 
el virus aviar altamente patogenico influenza tipo A subtipo H5N 1 
(Figura 5.38). 

La virulencia del virus influenza tiene un origen multige- 
nico (Tabla 5.7), ya que se asocia a la expresion de los genes co- 
dificantes de la HA, la NA, la polimerasa basica 1 (PB1), PB2, y 
de las proteinas no estructural 1 (NS1) y PB1-F2 (PB1 Frame2, 


codificada en forma parcialmente superpuesta aunque en un mar- 
co altemativo de lectura al correspondiente a PB1; es expresada 
en una significativa proportion de cepas del tipo A). Sin embargo, 
en el genoma de las primeras cepas analizadas en 2009 del nuevo 
virus emergente influenza tipo A(H1N1), PB1-F2 exhibe una se- 
rial de termination en el codon 12, que la tomarla funcionalmente 
inactiva, ya que excluye la region que codifica el dominio peptidi- 
co para su localization mitocondrial (y por ende su funcion pro- 
apoptotica). 

Aunque no se conocen con certeza todos los factores que deter- 
minan la patogenicidad y virulencia de los virus influenza, se pue- 
de afirmar que algunos de estos se asocian a un amplio tropismo 
tisular y a la habilidad de replicar sistemicamente. A nivel molecu- 
lar, uno de los determinantes de alta patogenicidad y virulencia 
es la presencia de una serie de aminoacidos basicos (arginina o 
lisina) en el sitio de clivaje de la HA, lo que le permite utilizar 
las proteasas presentes en una extensa gama de tejidos y por ende 
replicar en ellos, provocando asi una enfennedad mas grave. Este 
evento conduce a las manifestaciones sistemicas observadas en 
pacientes infectados con el tipo A subtipo H5N 1 de influenza (un 
agente de gripe aviar). Dichas secuencias aminoacidicas basicas no 
se encuentran presentes en las deducidas luego del secuenciamien- 
to nucleotldico de las primeras cepas de virus influenza A(H1N1) 
emergente en 2009. A traves de la HA, la particula viral se adsorbe 
a la celula mediante la union a receptores de acido sialico ubicados 
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Posicion aminoacidica 


B 


Sitio de Sitio B 


) Corpus 
Editorial 



Figura 5.35. A. Perfil de hidrofilicidad de la hemaglutinina de las cepas de influenza A/California/08/2009 (H1N1) emergente en 2009 
y A/USA/WRAMC-1 154048/2008 (H1N1) que circulo en 2008. Los valores positivos de hidrofilicidad frecuentemente se asocian a sitios 
antigenicos. Se indica la posicion aproximada del inicio de los 5 sitios antigenicos A-E (rotulados fuera de escala para su mejor visualizacion), 
observandose diferencias significativas entre ambas hemaglutininas. (Cortesia de Julieta Trinks; Depto. Microbiologia, Parasitologia e 
Inmunologia, Facultad de Medicina, UBA). B. Esquema de un monomero de hemaglutinina insertado en una membrana exhibiendo 
los sitios antigenicos A-E, indicados en el panel A. La estrella pintada en rojo indica el nuevo sitio de glicosilacion dentro del sitio 
antigenico C debido a la sustitucion Asp— >Asn en la posicion 277, lo que modifica su antigenicidad. 
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Genes asociados a la 
patogenicidad / virulencia 

Genes asociados a la 
transmisibilidad 

Multiples 

Multiples 

HA 

HA 

NA 

NA 

PB1 

PB1 

PB1-F2 


PB2 


NS1 



Tabla 5.7. Factores virales asociados a la patogenicidad /virulencia y transmisibilidad del virus influenza A. Se indican las abrevia- 
turas de los genes virales codificantes de diferentes proteinas. HA: hemaglutinina; NA: neuraminidasa; PB1 : polimerasa basica 1; PB1-F2: 
proteina codificada en un marco de lectura alternative ( Frame 2) del gen PB1 ; PB2: polimerasa basica 2; NS1 : no estructural 1 . 



Figura 5.36. Origen de los virus influenza A asociados a pandemias previas y a la gripe estacional. *Un nuevo virus emergente 
A/2009/H1N1 inicio la primer pandemia del siglo XXI. 


en la superficie celular; tambien promueve la liberacion del geno- 
ma viral al citoplasma celular al fusionar la envoltura de la partf- 
cula viral capturada con la membrana de la vesicula endocftica. La 
HA induce la production de anticuerpos neutralizantes protectores. 
Es un homotnmero que es procesado proteolfticamente para gene- 
rar dos subunidades, la HA1 y la HA2. El clivaje post-traduccional 
necesario para que el virus sea infectivo es llevado a cabo por pro- 
teasas celulares similares a la tripsina. 

La actividad de la NA es critica para la liberacion de las 
particulas virales que quedan adheridas a la membrana citoplas- 
matica, lo que permite la diseminacion viral al producirse el egreso 
mediante brotacion. Las polimerasas PB1 y PB2 (junto con la PA) 
participan en la constante evolution viral asociada a la emergencia 
de mutaciones nucleotfdicas y a eventuales cambios aminoatidi- 
cos y de los correspondientes perfiles de glicosilacion, debido a la 
falta de lectura de prueba inherente al complejo enzimatico de po- 
limerizacion. Esta es la base de los cambios antigenicos menores 
( antigenic drift ) que contribuyen a evadir la respuesta inmune 
del hospedero y promueven la patogenicidad estacional asocia- 
da a cada epidemia causada por influenza tipo A, que requiere la 


preparation periodica de nuevas vacunas. PB2 es tambien aso- 
ciada a la diferente propagation viral y virulencia en distintos 
tejidos y especies: son criticos los residuos aminoacidicos en las 
posiciones 627 (Glu: acido glutamico; 6 Lys: lisina) y 701 (Asp: 
acido aspartico; 6 Asn: asparagina). Las cepas aviares altamente 
patogenicas H5N1 y el nuevo virus H1N1 pandemico 2009 (cuyo 
segmento de RNA codificante de PB2 es de origen aviar segun se 
observa en el 3er. recuadro [con lineas gruesas] desde la izquierda 
en la base de la figura 5.37) exhiben 627Glu, mientras las cepas 
humanas circulantes hasta 2008 portaban Lys en dicha position. 

La sustitucion aminoacidica Glu — * Lys en la position 627 les 
confiere a las cepas de origen aviar H5N 1 y H7N7 (causantes de 
un brote en Holanda en 2003) una eficiente replication y alta vi- 
rulencia en ratones. Por ende, dicha mutation Glu627Lys se aso- 
cia en cepas aviares a la adaptation viral para propagarse en ce- 
lulas humanas y determina una alta patogenicidad en marmferos. 
Sin embargo, 627Lys pareceria no ser totalmente imprescindible, 
ya que otras mutaciones compensatorias pueden proveer la adap- 
tation a marmferos cuando la antedicha mutation esta ausente. 
La presencia de Glu 6 Lys en la position 627 de PB2 deter- 
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Figura 5.37. Origen del virus influenza A H1N1 causante del brote de 2009. Se trata de un virus que reconoce genes de origen por- 
cino, humano y aviar (indicado con recuadros negros gruesos). Para una mejor visualizacion, solo se indican los genes que participaron 
en el surgimiento de este virus emergente. En diferentes momentos del siglo XX genes de influenza aviar se transmitieron a porcinos o al 
hombre, y de este al cerdo. 1. En porcinos de EE.UU. se produjo aproximadamente en 1998 una primera triple reasociacion de genes de 
influenza (recuadro azul tenue), generando virus A (H3N2). 2. Este virus experimento un segundo evento de reasociacion con influenza A 
H1N1 (causante de la influenza porcina clasica), lo que genera virus A (HI N2) y (H1N1). 3. El linaje porcino norteamericano de los virus con 
la triple reasociacion genica, experimento la mezcla con genes de influenza porcina de linaje eurasiatico. 

Corpus 

Editorial 


mina, respectivamente, la menor o mayor capacidad viral de 
replicar a 33°C. Para una adecuada propagation viral inter- 
humana a traves del estornudo y la tos, es imprescindible que 
el virus pueda replicar en el tracto respiratorio superior, don- 
de existe dicha temperatura. Los sitios de replicacion preferen- 
ciales de las cepas H5N 1 son -entre otros- el tracto respiratorio 
inferior en el hombre y el intestino en las aves, los cuales exhiben 
temperatures superiores a 33° C (37° C y 41° C, respectivamente). 
La limitacion relativa para replicar a 33° C determinaria la inefi- 
ciente transmision interhumana observada en los primeros anos 
de influenza aviar causada por el subtipo H5N1. De alii que para 
una eventual propagacion pandemica del virus influenza A H5N 1 
(cuyos genes son en su totalidad de origen aviar; figura 5.38), 
se haya postulado la crucial presencia de 627Lys en PB2 (muta- 
cion Glu— >Lys), ya que posibilitarla la propagacion tanto en el 
tracto respiratorio bajo como alto. Sin embargo, la presencia de 
627Glu en las cepas inicialmente caracterizadas en 2009 de 
influenza A (H1N1) y la significativa transmisibilidad inter- 
humana, sugieren que otros marcadores aun desconocidos 
estan presentes en este agente emergente. En 2012 se demos- 
tro que cepas circulantes de influenza A (H5N1) diferian solo en 
3-4 nucleotidos respecto a dos virus creados experimentalmente 
por dos grupos de investigacion. Dichos virus exhibian el mismo 
subtipo de hemaglutinina (H5) con sustituciones aminoacidicas 
promovidas mediante mutagenesis en los genes codificantes de 
la HA y PB2 (a partir de una cepa H5N1) y luego propagada en 
hurones, o mediante mutagenesis y reasociacion genica (quimera 
conteniendo el gen H5 mutado, en un esqueleto de 7 fragmen- 
tos de RNA del virus pandemico 2009 A (H1N1), carente de su 
propio gen codificante de la HA [HI]). Ambos virus "creados" 
exhibieron transmision entre hurones infectados experimental- 
mente. Si bien no se ha demostrado que dichas mutaciones sean 
las mismas que las que podrfan asociarse a la transmision interhu- 
mana, estos resultados demuestran la transmision del virus aviar 
entre mamiferos y alertan sobre el riesgo de una eventual pande- 


mia por cepas H5N 1 en caso de adquirir los cambios observados 
(Figura 8.2). La "creacion" de estos nuevos virus de laboratorio 
ha producido un intenso debate etico en la comunidad cientlfica 
intemacional. 

La proteina NS1 es la principal responsable de la evasion 
a la respuesta inmune que exhibe este virus. Por su capaci- 
dad de union a y secuestro del RNA bicatenario viral (durante 
la replicacion genomica) afecta la capacidad de los receptores 
celulares de la respuesta inmune innata (como las helicasas 
RIG-1: Retinoic acid Inducible Gene: gen inducible por acido 
retinoico), que promueven el disparo de la sintesis de interfe- 
ron (Figura 5.39). Tambien NS1 inhibe CPSF30 ( Cleavage and 
Polyadenylation Specificity Factor, factor de especificidad de cli- 
vaje y poliadenilacion), un factor que participa en el procesa- 
miento de pre-mensajeros celulares, incluido el del interferon 
(IFN)-p. A su vez, inhibe en multiples sitios la via de senaliza- 
cion del interferon (a y P), asi como a algunas de las proteinas 
inducidas por dicha citoquina, lo que favorece la replicacion 
viral. Ademas especificamente interactua con proteinas tales 
como la PKR (proteina quinasa dependiente de RNA) que pro- 
mueve la apoptosis, la proteina RNAsa L (que degrada el RNA 
viral) y la 2’, 5’ Oligo-Adenilato sintetasa que activa la RNAsa 
L (latente) celular que degrada el RNA viral. La proteina NS1 del 
nuevo virus emergente influenza A (H1N1) esta truncada debi- 
do a un codon de terminacion prematuro que excluye la region 
del dominio de reconocimiento proteina-proteina (denominado 
ligando para dominos PDZ [acronimo de las primeras letras de las 
tres proteinas en las que se descubrio su presencia: Post synaptic 
density protein , Drosophila disc large tumor suppressor, y Zonula 
occludens-l protein ]) involucrado en la senalizacion celular y en la 
virulencia de las cepas causantes de la pandemia de 1918 y en las 
de influenza aviar H5N1. 

Finalmente, es necesario destacar que la proteina PB1-F2 
esta codificada por muchas pero no todas las cepas del tipo A 
(especialmente su prevalencia es menor en las cepas huma- 
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Figura 5.38. Origen aviar de los genes de influenza A (H5N1). 


nas de influenza AH1N1 que circularon en los ultimos afios). 
PB1-F2, exhibe (entre otras) una localization mitocondrial que 
produce su alteration morfologica, la consiguiente perdida del 
potencial de membrana mitocondrial y promueve la apoptosis 
de los macrofagos alveolares tipo 2. Esto afecta la respuesta 
inmune del hospedero al inhibir una adecuada presentation 
de los antfgenos virales a los linfocitos T CD4 + ayudadores 
(jse impide el nexo entre la respuesta innata y la adaptativa!). 
Adicionalmente, la elimination de dichas celulas, facilita la so- 
breinfeccion bacteriana. Todas las cepas que originaron pande- 
mias en el siglo XX (H1N1 en 1918, H2N2 en 1958 y H3N2 
en 1968) asi como las cepas altamente patogenicas del subtipo 
H5N1 productoras de influenza aviar hacia fines de la decada de 
1990 y hasta la actualidad) expresaron PB1-F2. Como se indico 
en un parrafo anterior, el virus emergente A(H1N1) pandemico 
2009, codifica en el gen PB1-F2 un peptido truncado, que carece 
del dominio de anclaje mitocondrial. En la Tabla 5.8 se resefia 


las caracteristicas de virulencia y transmisibilidad de las dife- 
rentes cepas de virus influenza A. 

Rotavirus. Hasta fines de la decada de 1990 se postulaba que 
la diarrea causada por rotavirus era debida -exclusivamente- a un 
proceso de mala-absorcion causado por la destruction masiva de 
los enterocitos maduros. Sin embargo, este modelo no solo no po- 
dia explicar el cuadro de diarrea diferencial entre adultos y nifios 
menores de 3 afios, sino que tampoco se ajustaba a los numerosos 
casos de diarrea sin dafio morfologico aparente del epitelio intes- 
tinal. Esto cambio en 1996 cuando se postulo a la proteina no es- 
tructural 4 (NSP4) de rotavirus como la primera enterotoxina viral. 
Actualmente se postula su efecto sobre los enterocitos de las vello- 
sidades y celulas de la cripta, mediante su liberation desde entero- 
citos infectados y su union a un receptor aun no identificado, aun 
en celulas no infectadas. La union de NSP4 soluble a ese receptor 
celular -diferente del receptor viral y con nivel de expresion de- 
pendiente de la edad del hospedero- activaria una serie de eventos 
que provocanan como consecuencia una diarrea secretoria. Si bien 
como se menciono anteriormente esta proteina viral es considerada 
una enterotoxina, esta solo se asemeja a las toxinas bacterianas - 
como las de Vibrio cholerae y Escherichia coli- en que en ambos 
casos no se observa dafio morfologico aparente (Tabla 5.9). NSP4 
es capaz de estimular los plexos del sistema nervioso autonomo, 
habiendose postulado que dicho evento contribuiria hasta en un 
60% del volumen de la diarrea. 

6.3.2 Bases moleculares y geneticas de la persistencia 

^,Que mecanismos determinan la mantencion o eradication viral 
en el organismo? La respuesta a este interrogante no es unica ni 
valida para todos los virus. Un primer y obvio requisite para la 
instalacion de una infeccion persistente es que el vims solo cause 
dafio tisular o enfermedad leve en el hospedero. Asi en algunos 
vims se produce una expresion limitada de algunos genes, la que 
esta en ciertos casos, influida por la respuesta celular o general del 
hospedero. 

Los factores que regulan la instalacion y/o mantencion de una 
infeccion persistente pueden ser clasificados segun su origen (viral 
o del hospedero) o segun cual sea su efecto (disminuir el potencial 
litico del vims o evadir la respuesta inmune). En la Tabla 5.10 se 
mencionaran solo algunos ejemplos ilustrativos. 

Virus hepatitis C. El lector es referido al capitulo especifico 
24.5 donde el tema es desarrollado in extenso. En esta section solo 
se hara referencia a la relation existente entre la infeccion per- 
sistente por HCV y la generation de micro RNAs (miRNAs) y 
RNA interferentes pequenos (small interfering RNAs o siRNAs), 
miembros del sistema celular de interferencia a RNA (RNAi). Los 
miRNAs y los siRNAs son duplex de 21-25 nt, que tienen la capa- 
cidad de unirse a secuencias complementarias especificas de RNA, 
regulando la expresion genica; ambas moleculas difieren en su bio- 
genesis ( vease el capitulo 7: "Mecanismos de defensa"). 

Existen resultados contrapuestos respecto al potencial rol de 
estas moleculas en la patogenesis de esta infeccion. La modula- 
tion negativa de la expresion genica por miRNAs puede ocurrir 
mediante la degradation de dichas secuencias bianco de RNA 
exactamente complementarias, aunque en los metazoarios, la ma- 
yorra de los rniRNA se unen a la region 3’ UTR (3’ Untranslated 
Region ) mediante complementariedad parcial, lo que produce un 
bloqueo de la initiation traduccional, una inhibition de etapas sub- 
siguientes de la misma, y/o la formation de "cuerpos de procesa- 
miento” con posterior degradation del genoma diana. Sin embargo, 
recientemente, se han detectado miRNAs que pueden estimular 
la expresion genica, segun el/los sitio(s) de union al RNA mensa- 
jero especifico. Se ha podido determinar que -en muchos casos- 
los miRNAs forrnan parte esencial de la respuesta inmune innata 
mediada por interferon. 

El HCV es un paradigma entre los agentes causales de infec- 
cion persistente, ya que aproximadamente tres cuartas partes de 
los individuos infectados la desarrolla. Este evento esta asociado 
basicamente a dos aspectos: a) la evolution viral vinculada con la 
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Figura 5.39. Efectos de la proteina NS1 de influenza. Mediante la inhibicion del sensor celular RIG-1 (una helicasa) NS1 inhibe la in- 
duction del sistema Interferon (IFN). Ademas interactua con e inhibe a diversas moleculas antivirales inducidas por Interferon, tales como 
la proteina quinasa dependiente de RNA (PKR) que promueve la apoptosis, la 2’, 5’ oligoadenilato sintetasa (2’, 5’ OAS) que estimula la 
actividad de la RNAsa L (latente) celular (que degrada el RNA viral). Ademas NS1 secuestra e inhibe CPSF30 ( Cellular cleavage and Po- 
lyadenylation Specificity Factor), un factor celular requerido para el procesamiento 3’- terminal de los RNA pre-mensajeros, incluido el del 
interferon |3. Analogamente, NS1 inhibe factores de transcription como IRF-3 y JNK, necesarios para la sintesis del interferon. La imagen 
de NS1 de la cepa de influenza H5N1 (AA/ietnam/1 203/2004) corresponde a su estructura cristalografica obtenida mediante rayos X, a una 
resolution de 2,2 A Dicha cepa estuvo asociada a una mortalidad del 60% en un brote de Vietnam en 2004. De: Bornholdt Za y Prasad BV. 
Nature 456: 985-8, 2008. Reproducido con autorizacion. 


replication genomica de la RNA polimerasa del HCV sin lectura 
de prueba y por ende con una elevada tasa de mutaciones bajo la 
presion de selection de la respuesta inmune; y b) la affectation de 
dicha respuesta del hospedero. El HCV interacciona con los dos 
principales componentes del sistema de interferencia a RNA: los 
miRNAs y los siRNAs. 

Como otros virus, el HCV puede modiflcar la actividad de 
los miRNAs celulares, mediante estructuras que funcionan como 
supresoras virales de los RNA de interferencia (en ingles, Viral 
Suppressors or RNA interference o VSR). Estos verdaderos fac- 
tores de virulencia pueden alterar el perfil de miRNAs de una de- 
terminada celula, y por ende de su transcriptoma. En el caso del 
HCV, ello parecerfa ocurrir como consecuencia de la capacidad 
viral de evolucionar rapidamente, en contraste con la lenta evo- 
lution de los miRNAs celulares. A1 igual que otros virus a RNA, 
HCV esta enriquecido en secuencias que pueden ser bianco de la 
action de micro RNAs (miRNAs) humanos, tales como miR-196, 
miR-199a, miR-296, miR-351, miR-431 y miR-448, los que pue- 
den inhibir experimentalmente la generation de replicones (uni- 
dad de acido nucleico con capacidad de replication, regulada por 
proteinas) in vitro. Mas aun miR-196 y miR-448 pueden inhibir 
la replication del HCV in vitro. Las secuencias diana para los 
miRNAs estan llamativamente conservadas entre los diferentes 
genotipos del HCV. Algunos autores postulan que el HCV pue- 
de mutar para evadir la eventual actividad antiviral de ciertos 
componentes del sistema de RNAi, lo cual contribuiria tanto 
a la instalacion de la infection persistente como a la aparicion 
de reactivaciones en la infection cronica (Figura 5.40). Sin em- 
bargo, otros grupos de investigation postulan que el sistema de 
RNAi en humanos, no tendrfa un efecto antiviral como ocurre en 
plantas e invertebrados, sino que serfa necesario para la replication 
viral. Aeste respecto, se ha documentado la existencia de miRNAs 


hepatocito-especiflcos como el miR-122. Este miRNA constituye 
el 70% (unas 67 000 copias) de los que se localizan en dicha celula. 
Sorprendentemente, -y en contraposition con los anteriormente 
descriptos- miR-122 no solo no inhibe la replication del HCV, 
sino que es un factor necesario para su propagation en hepa- 
tocitos al promover la traduction de protemas, mediante la estabi- 
lizacion del RNA viral con los ribosomas celulares, contribuyen- 
do al hepatotropismo del HCV. Contrariamente a otros miRNAs, 
miR-122 se une a la region 5’UTR del RNA viral. Este es el 
primer miRNA conocido en la Virologfa que regula positivamente 
la expresion viral, lo que lo yergue en un potencial bianco terapeu- 
tico en pacientes con hepatitis C cronica. Este miRNA se encuentra 
significativamente disminuido en pacientes con hepatitis C cronica 
que responden pobremente desde el punto de vista virologico a la 
subsiguiente terapeutica con Interferon, no habiendose demostrado 
una asociacion con los niveles de carga viral del HCV. 

Las protemas estructurales del HCV pueden tambien in- 
hibir la actividad de siRNAs celulares. Se ha demostrado que 
el core inhibe a la ribonucleasa celular Dicer (que cliva el IRES 
del genoma viral y el RNA del intermediario replicativo) encar- 
gada de generar los fragmentos de RNA bicatenarios precursores 
de los siRNAs. Asimismo, la interaction directa de las protemas 
estructurales -especialmente E2 de la envoltura del HCV- con la 
proteina Argonaute-2 del complejo RISC (RNA-Induced Silencing 
Complex) elude la actividad del sistema de RNAi. Se ha postulado 
que estas estrategias del HCV contribuyen a la persistencia viral. 

Debe aun establecerse si los eventos de inhibicion de miRNAs 
y siRNAs por el HCV propugnan un escape a una respuesta anti- 
viral (como argumentaron multiples grupos de investigation entre 
2007 y 2009), si en realidad corresponden a pasos obligatorios de 
la biologfa del HCV para promover su propia replication (como 
lo postularon contemporaneamente algunos), o si debe analizarse 
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CARACTERISTICA 

Influenza 
A(H1N1) 
causante de 
pandemia en 
1918 

Influenza 
A(H2N2) 
causante de 
pandemia en 
1957 

Influenza A(H5N1) 
aviar 

Influenza 

A (H1N1) 
y A(H3N2) 
estacional 

Influenza 

A(H1N1) 

pandemico 

(2009) 

Transmision interhumana 

+++ / ++++ 

+++ / ++++ 

— > ± 

(extremadamente 

restringida)* 

+ + 

+ + + 

Gravedad clinica 

+ + + + 

+ + + 

+ +++ 

+ + 

++/ 

+++** 


Tabla 5.8. Comparacion preliminar y provisoria entre la infeccion por influenza A (H1N1) pandemica 2009 y las producidas por 
otros virus influenza A. *: Hasta Julio de 2012. **: Las primeras semanas de penetracion y propagation del virus emergente en la po- 
blacion de Mexico se asociaron a una gravedad comparable a la exhibida por el virus causante de la pandemia de 1957, con significativa 
mortalidad. En semanas subsiguientes, se observaron desde casos afebriles con leve o moderado compromiso del tracto respiratorio, hasta 
neumonias graves, estimandose la tasa de mortalidad en 0,55% en los primeros 25 000 casos confirmados mediante estudios virologicos 
moleculares (datos de la Organizacion Mundial de la Salud al dia 8 de Junio de 2009). 


CARACTERISTICAS 

ENTEROTOXINA BACTERIANA* 

ENTEROTOXINA VIRAL** 

Darios morfologicos 

No 

No 

Absorcion de D-glucosa via SGLTI 

Normal 

Defectuosa 

Absorcion de Cl por los enterocitos de las vellosidades 

Disminuida 

Aumentada 

Secrecion de Cl por las celulas de la cripta 

Aumentada 

Normal 

Secrecion neta de Cl 

Masiva 

Moderada 

Mediadores intracelulares en la secrecion de Cl 

cAMP o cGMP 

Ca ++ 


Tabla 5.9. Caracteristicas principales de las diarreas asociadas a toxinas de origen bacteriano y viral. *: Vibrio cholerae y Escheri- \\i_J 
chia coli. **: Proteina no estructural 4 (NSP4) de rotavirus. SGLT1: transportador 1 de sodio y glucosa. Adaptado de Lorrot M & Vasseur. 

M. Virol J 4:31,2007. 


VIRUS 

FACTOR ASOCIADO A PERSISTENCIA 

EFECTO 

Coxsackie 

Deleciones en la region 1 del RNAgenomico 

Menor tasa de replicacion en miocardio 
— > infeccion persistente en miocardio 

Sarampion 

Defecto en la expresion de los genes M, H y F 

Infeccion abortiva en encefalo — > PEES 

LCMV 

La cepa cion 13 de LCMV exhibe mayor tropismo por celulas 
reticulares fibroblasticas (CFR) y dendriticas. Posee 2 aminoacidos 
diferentes respecto a la cepa Armstrong: 1 en la glicoproteina de 
envoltura y otro en la polimerasa 

Modificacion del tropismo viral. 
Estimulacion en CFR de la expresion 
de PD-L1 — > inmunotolerancia, mayor 
replicacion viral y agotamiento de LT 

HBV 

El HBe Ag atraviesa placenta 

Delecion clonal de LT especificos para 
HBe Ag y HBc Ag — » inmunotolerancia 

Otros ejemplos de factores asociados a la persistencia viral se abordaran en los capitulos especificos de aquellos virus que producen 
infecciones persistentes. 


Tabla 5.10. Factores asociados a la persistencia viral: algunos ejemplos. PEES: panencefalitis esclerosante subaguda. LCMV: Virus 
de la coriomeningitis linfocitaria. PD-L1 ( Programmed Death -Ligand 1): ligando de la proteina de muerte programada PD; LT: linfocito T; 
HBV: virus hepatitis B; HBe Ag y HBc Ag: antigeno e y antigeno del core del virus hepatitis B. 
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(a) Persistencia viral durante la infeccion cronica por HCV 



► Supresion mediada por miRNAs 


Induccion de miRNAs 
del hospedero 




- Debil induccion de IFN •> 


1 

Bajos niveles 
de replicacion viral 



(b) Manifestaciones agudas o intermitentes debido 
a las mutantes de escape a los miRNAs 


Infiltrado 
inflamatorio y 
hepatitis 

1 


Replicacion de las 
cuasies P ecies del HCV 
-| con mutantes de escape 

a miRNAs 


Fuerte respuesta de IFN + 
con induccion de miRNAs inefectivos 


Mutaciones 
ocasionales en los 
sitios de union de 
los miRNAs al HCV 

# 


^ m iRNA del hospedero inducido por IFN x|x HCV con sitios bianco para miRNAs del hospedero 
HCV con mutaciones en los sitios bianco para miRNAs del hospedero 

Figura 5.40. Mutantes de escape del HCV a los miRNAs celulares se asocian a la infeccion persistente. 


) Corpus 
Editorial 



Dia 30 GL-Dia30 


CO-LOCALIZACION 




Figura 5.41. Patron reticular de la infeccion del bazo de ratones infectados con el virus de la coriomeningitis linfocitaria (LCMV). 

A. Microscopia optica de codes histologicos de bazo de ratones infectados 3 dias antes con la cepa Armstrong (Arm) o CL-13 de LCMV 
marcados para deteccion de antigenos virales, utilizando hematoxilina como tincion de contraste. B. Bazo y ganglio linfatico periferico (GL, 
a la derecha) marcados para deteccion de antigenos del citoesqueleto de las celulas reticulares fibroblasticas (verde) y para antigenos de 
LCMV (rojo) a los 1, 3, 8 y 30 dias post-infeccion (p.i.). Las regiones de color bianco indican co-localizacion. Observese que la infeccion 
con la cepa Armstrong se limita a los 8 dias, mientras que la producida por la cepa LCMV CL-13 persiste aun a los 30 dias p.i. Al dia 1 
post-infeccion, ambas cepas se localizan en la zona marginal, exhibiendo un grado similar de infeccion. A los 3 dias p.i. la cepa LCMV 
CL-13 pudo detectarse en la pulpa blanca y mas intensamente en la pulpa roja, alcanzando el maximo al dia 8 p.i. y permaneciendo en 
altos niveles hasta el dia 30 p.i. Contrariamente, la infeccion con la cepa Armstrong permanecio localizada en la zona marginal, siendo 
controlada al dia 8. Los antigenos de la cepa LCMV CL-13 (pero no Armstrong) co-localizaron con las celulas reticulares fibroblasticas. 
Aumento: 20x (bazo) y lOx (GL). Barra de escala: 100 pm (bazo) y 400 pm (GL). C. Microscopia confocal de cortes histologicos de bazo 
de ratones infectados con LCMV CL-13 marcados para PD-L1 (verde) y laminina (rojo). Las regiones en bianco indican co-localizacion. La 
expresion de PD-L1 (Programmed death-Ligand 1) en las celulas reticulares fibroblasticas evita su muerte, al interactuar con la proteina 
inhibitoria PD1 expresada por linfocitos T CD8 + . Aumento: 63x. Barra de escala: 25 pm. De: Mueller SN, et al. PNAS 104: 15430-35, 2007. 
Reproducido con autorizacion. 
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individualmente cada molecula del sistema RNAi, sin que puedan 
proponerse generalizaciones. De hecho, la actividad de celulas T 
CD56 + mediante la via IFN-y -> JAK-STAT— >IFNa/p inhibe la 
concentration del miR-122 proviral y aumenta la del miR-196a 
antiviral en hepatocitos. 

Coxsackie. Es conocido que el dano agudo en el miocardio 
infectado con virus Coxsackie B ocurre por mecanismos directos 
(asociados -entre otros- a la estructura espacial del IRES del RNA 
viral que interactua con factores de transcription especificos, y a la 
expresion de una proteasa viral que cliva a la distrofina afectando 
el citoesqueleto), e indirectos (mediados por la respuesta inmune 
celular T). Un ejemplo de la disminucion del potencial litico viral 
para mantener una infeccion persistente es el producido por ciertas 
cepas cardiovirulentas de Coxsackie B en celulas cardiacas huma- 
nas. Se ha documentado la presencia de cepas con deleciones de 
hasta 26 nt. en la region I del RNA genomico en muestras histolo- 
gicas de corazon provenientes de pacientes con miocarditis agudas. 
Esta comprobado que la afectacion de esta region genomica produ- 
ce una marcada disminucion en la tasa de replication viral. Se ha 
postulado que estos genomas delecionados se encuentran en todos 
los tejidos donde replica Coxsackie B, pero que por factores mi- 
croambientales (por ejemplo, factores de transcripcion especificos 
de celulas cardiacas, etc.) superarian en numero -y en escaso tiem- 
po- a los genomas salvajes. Cabe destacar que al tener una menor 
tasa de replication -son casi indetectables las capsides virales y los 
RNA tanto de polaridad (-) como (+)- las cepas con genomas dele- 
cionados evaden eficientemente a la respuesta inmune antiviral del 
hospedero, permitiendo con esto la instauracion y mantenimiento 
de la infeccion persistente. 

Sarampion. La panencefalitis esclerosante subaguda (PEES) 


consiste en una forma de infeccion persistente abortiva, progresiva 
y fatal que ocurre varios anos despues del inicio de la misma. El 
virus sarampion infecta el SNC aunque los neocomponentes de la 
replication viral no se incorporan a la membrana celular para for- 
mar virus completes. Como consecuencia de esta restriction -de- 
pendiente de la celula hospedera- se acumulan nucleocapsides en el 
interior de las celulas nerviosas. Esta patologfa ocurre en presencia 
de infiltrados B y T, y elevados titulos de anticuerpos anti-saram- 
pion. Existe un defecto en la expresion de los genes de envoltura 
viral y del gen M codificante de la matriz viral, con la consiguiente 
formation anormal de partfculas. El defecto genetico subyacente 
consiste en la masiva hipermutacion A— »G y U— >C del geno- 
ma viral recuperado a partir del SNC. Mediante hibridacion in 
situ se ha podido demostrar en el SNC secuencias genomicas de 
virus sarampion antes de la aparicion local de niveles detectables 
de antfgenos virales. Si bien no se forman viriones, se producen 
complejos de nucleoproteinas, con diseminacion trans-sinaptica de 
genomas y requerimiento de la protema viral de fusion, pero en 
ausencia del receptor viral. La recuperation de virus infeccioso a 
partir del encefalo solo se obtiene mediante cocultivo con celulas 
permisivas. 

LCM. Este fascinante rnodelo experimental murino es desa- 
rrollado en este capftulo por la crucial trascendencia que tuvo su 
conocimiento en la comprension de otras infecciones persistentes 
del humano (como las producidas por HBV, HCV y HIV). La 
cepa viral Armstrong de LCM produce en el raton una infec- 
tion aguda, mientras que la cepa cion 13 de este virus (LCMV 
CL- 13) promueve una infeccion persistente, asociada a agota- 
miento de la respuesta T. Ambas cepas virales solo difieren en 
2 aminoacidos: 1 en sus respectivas glicoproteinas de envoltura y 


RESPUESTA 

PRINCIPALES 

COMPONENTES 

MECANISMO 

EFECTOR 

EJEMPLO 

INNATA 

Macrofagos y neutrofilos 
NKT - macrofago 
t expresion en superficie 
celular del receptor para 
C3a 

Radicales libres: O s - NO, 
ONOO 

IL-13 

Reclutamiento de 
eosinofilos 

Hepatitis C (y muchas 
otras infecciones) 
Enfermedad inflamatoria 
pulmonar cronica (post- 
infeccion viral) 
Hiper-reactividad aerea en 
la enfermedad por RSV 
agravada por vacunacion 
previa 

ADAPTATIVA 




Celular 

CD4 + Thl 

CD4 + Th2 

CD8 + citotoxicos 

Reclutamiento de 
mononucleares y 
neutrofilos que liberan 
enzimas proteoliticas, 
radicales libres y TNF-a 
(hipersensibilidad 
retardada) 

? 

Reclutamiento de 
eosinofilos 

Haplotipos especificos de 
IL-13, IL-4 e IL-10 
Perforinas, TNF-a, 

Fas/FasL, IFN-y, IL-1(3 
Reclutamiento de 
monocitos y neutrofilos 

Queratitis por virus herpes 
simplex 

Neumonia en la 
enfermedad por RSV 
agravada por vacunacion 
previa 

Hepatitis por HBV 

Miocarditis por virus 
Coxsackie B 

Sindrome pulmonar por 
hantavirus Sin Nombre 

Humoral 

- Anticuerpos 

Inmunocomplejos 
Anticuerpos heterotipicos 
facilitadores 

Dengue hemorragico 


Tabla 5.11. Mecanismos indirectos de dano histico mediados por la respuesta inmune. *: La enfermedad por RSV agravada por va- 
cunacion previa se caracteriza por neumonia e hiper-reactividad aerea. La padecieron ninos que habian sido vacunados en la decada de 
1960 con una vacuna inactivada y que luego se expusieron a la infeccion con cepas salvajes de dicho virus. 
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otro en la polimerasa. Recientemente, se ha documentado que la 
infection de celulas dendrfticas constituye un bianco importante 
en la infection por la cepa LCMV CL-13. Sorprendentemente, se 
pudo determinar que esta infecta mayor numero de celulas den- 
driticas que la cepa Armstrong, ya que el aminoacido de diferen- 
cia en su glicoproteina de envoltura le confiere mayor afinidad 
por el receptor alfa-distroglicano presente en dicha estirpe celu- 
lar. Esta diferencia en el tropismo como determinante del cur- 
so de la infection -cronica vs aguda- determina la production 
initial de IL-10 y la estimulacion de la expresion de la molecula 
pro-apoptotica PD-L1 ( Programmed Death-Ligand 1) en las ce- 
lulas dendrfticas luego de la infection con la cepa LCMV CL-13, 
que promueve la inactivation de LT a traves de su interaction con 
PD-1 ( vease lafigura 8.8 en el capitulo 8). Mediante dichos even- 
tos, esta cepa de LCMV produce una marcada diminution en la 
inmunopatologia mediada por los LT CD8 + citotoxicos que limi- 
tan la infection viral, previniendo asr la destruction de las celu- 
las infectadas, (favoreciendo en este sentido al hospedero) y a su 
vez permitiendo la consiguiente persistencia viral en la infection 
cronica. A su vez, -y a diferencia de la cepa Armstrong- LCMV 
CL-13 infecta significativamente celulas reticulares fibroblasticas 
(constituyentes del estroma linfoide en bazo y ganglio) lo que 
coadyuva a la inmunosupresion y a la persistencia viral. Dado 
que dichas celulas proveen una microarquitectura tridimensional 
para la migration, reclutamiento y activation de los linfocitos 
en los organos linfaticos secundarios, su infection y compromiso 
funcional facilita la rapida diseminacion viral y su persistencia 
(Figura 5.41Ay B). La expresion de PD-L1 en las celulas reticu- 
lares fibroblasticas infectadas con LCMV CL-13 (Figura 5.41.C) 
evita la inmunopatologia local mediada por los linfocitos T CD8 + 
citotoxicos, pero compromete crucialmente tanto la respuesta in- 
rnune en curso como la futura. 

La administration de anticuerpos anti-receptor de IL-10 (o el 
uso de animales geneticamente deficientes para producir dicha ci- 
toquina) o anti-PD-Ll bloquea la inmunosupresion por vfas inde- 
pendientes, y transforma la infection persistente cronica en aguda, 
restableciendo la actividad T y proveyendo memoria inmunologi- 
ca. Estas investigaciones basicas constituyeron una herramienta 
singular para la comprension de la patogenesis molecular de in- 
fecciones persistentes del humano con compromiso de la respuesta 
T (por HIV, HBV, HCV, etc.) y para el analisis de una potencial 
modulation terapeutica. 

6.4. Mecanismos indirectos de lesion celular 

Como se menciono en parrafos anteriores, los virus pueden o no 
ser citopaticos. Habitualmente, en el hospedero inmunocompetente 
una infection aguda por un virus citopatico es eliminada por una 
adecuada respuesta inmune. En contraposition, los virus no citopa- 
ticos pueden causar infecciones persistentes en las que la mayorra 
de las manifestaciones clinicas de la enfermedad son promovidas 
probablemente por mecanismos indirectos asociados a la participa- 
tion (muchas veces exacerbada) de la respuesta inmune, a lo cual 
se denomina inmunopatologia. La misma puede ser causada por 
la respuesta inmune innata (por ejemplo, la formation de radicales 
fibres), y/o adaptativa celular (principalmente T) y/o humoral (B) 
(Tabla 5 . 1 1 ) . Un caso especial lo constituyen algunas enfermedades 
de naturaleza autoinmune en las que se dispara una respuesta anti- 
tisular, a la que posiblemente contribuinan algunas infecciones vira- 
les (debido al mimetismo molecular de ciertos epitopes virales con 
algunos celulares). El analisis de secuencias aminoacidicas mediante 
ordenadores ha demostrado homologfa entre regiones de protemas 
basicas de la mielina humana y protemas de diferentes virus, entre 
los cuales se encuentran los tipos A y B del virus influenza, saram- 
pion, Epstein-Barr, parotiditis, vaccinia, varicela-zoster y otros. Elio 
podna asociarse a las neuritis y encefalomielitis desmielinizantes 
post-infecciosas a veces observadas como reaction inmunologica 
cruzada. En ellas, el virus no necesita estar presente, una vez que 
se ha disparado la respuesta inmune, para producir las lesiones en 


las celulas diana que comparten los determinantes antigenicos con 
las protemas virales. Este mimetismo molecular tambien contribu- 
ye -parcialmente- al desencadenamiento de manifestaciones graves 
por vims dengue mediadas por anticuerpos anti-NSl que producen 
reacciones cmzadas sobre antigenos de superficie del endotelio ca- 
pilar (Figura 5.33). 

En casos muy particulares, puede desencadenarse abruptamen- 
te un sindrome de respuesta inllamatoria sistemica (semejante al 
observado en el choque toxico y la sepsis toxica causados por otros 
microorganismos), la que es inducida por una subita liberation de 
citoquinas (juna verdadera tormenta de citoquinas proinflamato- 
rias!). 

Los mecanismos indirectos de dano histico mediados por los 
linfocitos T son los mas y mejor estudiados, aunque tambien 
las celulas NK, las NKT, los polimorfonucleares y los macrofa- 
gos participan en grado y circunstancias diversas en las lesiones 
mediadas y moduladas por LT. El dano tisular puede estar mediado 
principalmente por la poblacion de linfocitos T CD4 + y/o CD8 + ci- 
totoxica. La poblacion de LT CD4 + a su vez puede corresponder 
a la que posee un perfil de actividad Thl o Th2. 

Radicales libres. Su generation durante la respuesta infla- 
matoria puede estar asociada al dano promovido principalmente 
por el oxido nitrico (NO) producido a partir de la oxidation de 
L-arginina (dando origen a citrulina y NO) y por el anion su- 
peroxido (O,') generado por la enzima xantina oxidasa presente 
en fagocitos. Ambas especies pueden reaccionar entre si forman- 
do peroxinitritos (ONOO ), que -a su vez- pueden mediar los 
efectos toxicos del Oy, ya que algunos virus y celulas no son 
afectados por este ultimo. El aumento de NO en una celula puede 
obedecer al aumento de su sintesis (por miembros de la familia 
de las NO sintetasas (NOS) o a un defecto en su elimination. Las 
NOS pueden expresarse constitutivamente en neuronas y celulas 
endoteliales, o inducirse (activandose la enzima inducible iNOS) 
debido a la action de citoquinas proinflamatorias como IL-1, 
TNF-a e IFN-y, principalmente en macrofagos. Las especies re- 
activas del oxigeno y del nitrogeno modulan la permisividad 
celular a la replication viral. Los radicales libres mencionados 
son importantes mediadores de la respuesta inllamatoria y pueden 
participar del dano histico, como fue demostrado en multiples 
infecciones, incluyendo las producidas experimentalmente con 
vims influenza y citomegalovirus en el pulmon de ratones. El 
contenido lipidico enriquecido del SNC es particularmente sus- 
ceptible a la peroxidation lipidica, un proceso de dano autocata- 
litico de estructuras lipidicas que genera productos de desecho, 
que pueden alterar macromoleculas celulares. El dano oxidativo 
es un componente de la encefalitis causada por herpes simplex 
tipo 1, la enfermedad neurodegenerativa promovida por HIV, y 
de la panencefalitis esclerosante subaguda producida por virus 
sarampion. 

Ciertos virus al infectar una celula tambien pueden inducir 
la production de radicales libres (efecto viral directo) lo que 
puede promover la inestabilidad cromosomica y el eventual de- 
sarrollo de tumores, tal como se observa en un determinado por- 
centaje de las infecciones persistentes producidas en hepatocitos 
por HBV y HCV o en linfocitos B por EBV. 

Circuito NKT-Macrofago-IL-13. La activation de este eje de 
la inmunidad innata provee el nexo entre la infection viral aguda 
initial y -a traves de una respuesta innata activada persistentemen- 
te- el dano histico de la enfermedad cronica. Estos hallazgos tienen 
especial relevancia en la comprension de los mecanismos patoge- 
nicos subyacentes del asma y de la enfermedad obstructiva cronica 
pulmonar del humano (Figura 5.7). 

Linfocitos T CD4 + . Estos linfocitos modulan gran parte de 
la respuesta inmune, produciendo un vasto conjunto de citoqui- 
nas, y reclutando y activando celulas inespecificas como los poli- 
morfonucleares neutrofilos y monocitos que pueden promover el 
dano histico (reaction de hipersensibilidad retardada), mediante 
la liberation de TNF-a, enzimas proteoliticas y radicales libres. 
Como regia preliminar (y muy general), se asume que las infec- 
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ciones persistentes por virus no citopaticos, promueven una res- 
puesta CD4 + inmunopatologica, mientras que ante la infeccion 
por virus citopaticos, dicha respuesta celular es protectora, aun- 
que pueden promoverse tambien eventos de dano tisular. 

Linfocitos T CI)4 4 Thl. En base a estudios experimentales rea- 
lizados en ratones inoculados con diversos virus, se ha demostrado 
que ciertas infecciones virales persistentes del encefalo promueven 
una respuesta mediada por linfocitos CD4 + Thl, postulandose la 
participation del TNF-a y de radicales libres producidos por ma- 
crofagos activados como causa del dano (vease el item anterior). 
El TNF-(3 podria estar asociado a los eventos de desmielinizacion 
de los oligodendrocitos. La queratitis estromal herpetica (una 
grave lesion ocular que produce opacidad y puede conducir a la 
ceguera) esta mediada por linfocitos T CD4 + Thl (que expresan 
los receptores para quimioquinas CCR5 y CXCR3), con la partici- 
pacion de polimorfonucleares y celulas presentadoras de antfgeno. 
La atmosfera local de IFN-y, ILl-a, IL-6 e IL-12 es importante en 
la patogenesis, observandose que los niveles de MIPl-a elevados 
agravan la lesion. En ciertas circunstancias tambien participan ce- 
lulas NK y linfocitos B. La queratitis acontece como consecuencia 
de la inicial infeccion del epitelio corneal, que promueve un infil- 
trado inflamatorio en el estroma, producto de la activacion de ce- 
lulas no infectadas alii localizadas (activacion celular bystander). 

Linfocitos T CD4 + Th2. Esta estirpe celular esta involucrada 
en las lesiones observadas en la bronquiolitis por virus sincicial 
respiratorio (RSV), como se demostro al utilizar ratones inrnuno- 
suprimidos infectados con RSV (en los que las lesiones eran limita- 
das) y reconstituidos con la poblacion CD4 + Th2 (agravandose las 
mismas). Este virus es causa de enfermedad grave en ancianos y en 
menores de 2 anos. Aunque el mecanismo de lesion no se conoce 
en profundidad, es probable que el reclutamiento de eosinofilos en 
el tejido danado sea mediado por productos derivados de los lin- 
focitos Th2. 

Modulation de la respuesta innata y del balance entre 
linfocitos T CD4 + Thl y Th2. En la decada de 1960 se desarro- 
116 una vacuna a virus completo inactivada para evitar la grave 
bronquiolitis asociada a RSV. Sorpresivamente, se documento 
que aquellos que habfan sido vacunados, desarrollaban posterior- 
mente, ante la infeccion con el virus salvaje, un cuadro aun mas 
critico (enfermedad por RSV agravada [ERA] por la vacu- 
nacion previa) que el que padecian los no vacunados, asociado 
a hiper-reactividad aerea y neumonia con infiltrados eosinofili- 
cos, siendo estos dos los componentes principales de la ERA. 
Elio devino en la suspension de la aplicacion de dicha vacuna. 
Aproximadamente 4 decadas despues se pudo descubrir el enig- 
matico evento. El cientifico argentino Fernando Poliak y su grupo 
establecieron en un modelo murino y en material de autopsia de 
los ninos que habfan padecido la ERA, que la hiper-reactividad 
aerea y la eosinofilia pulmonar eran mediadas por inmuno- 
complejos. Mas aun, en subsiguientes estudios documentaron 
el rol modulador negativo de C5 sobre la expresion del receptor 
para C3a, (C3aR) ya que el uso de ratones C5-deficientes, exhi- 
bian un aumento del C3aR en celulas epiteliales y en el musculo 
liso bronquial. El uso de antagonistas para C3aR se asocio a la 
atenuacion de la secretion bronquial, la hiper-reactividad aerea 
y la eosinofilia pulmonar. Ante niveles normales de expresion de 
dicho receptor, la eosinofilia es promovida por la actividad de lin- 
focitos CD4 + Th2, la que es regulada negativamente por el IFN-y 
secretado desde los linfocitos T CD8 + . Recientemente, el mismo 
grupo establecio que la falta de proteccion de la vacuna inactiva- 
da administrada en esa epoca y la consiguiente ERA es atribuible 
a la falta de avidez de los anticuerpos por epitopes protectores, 
dada la restringida estimulacion de receptores Toll-simil (TLR) 
que impedia una adecuada maduracion de la afinidad. 

Linfocitos T citotoxicos (CTLs) CD8 + . Estas celulas des- 
empenan un rol crucial en la limitation y eliminacion de las in- 
fecciones virales, mediante mecanismos no citoliticos (mediados 
principalmente por IFN-y y TNF-a) y citoliticos (mediados por 
perforinas, ya que ni las granzimas ni el sistema Fas/FasL serian 


tan relevantes). Sin embargo, esta poblacion celular a su vez puede 
reclutar celulas inespecificas como polimorfonucleares neutrofilos 
y monocitos que amplifican la reaction inflamatoria y promueven 
dano hfstico. 

La infeccion experimental con el virus LCM permitio estable- 
cer las bases del conocimiento donde lesiones tisulares son me- 
diadas por linfocitos T CD8 + , poblacion que a traves de perforinas 
promueve el dano celular, y mediante la liberation de citoquinas 
proinflamatorias (IL-1, IL-6, TNF-a y TNF-(3) atrae otras celulas 
inflamatorias. El HBV no produce habitualmente per se altera- 
ciones morfologicas en hepatocitos de humanos inmunocompe- 
tentes, a pesar de los muy elevados niveles de production viral 
diaria (10 11 - 10 12 particulas) por periodos que pueden extenderse 
varias decadas. Es la respuesta inflamatoria inespecifica (neu- 
trofilos y macrofagos) dependiente totalmente de la presencia 
de los linfocitos T CD8 + , la que amplificara la lesion hepatoci- 
tica tambien promovida por estos. La eventual eliminacion de la 
infeccion viral ocurre por mecanismos no citoliticos (mediados por 
IFN-y y TNF-a) y por mecanismos inmunes citoliticos, tal como 
se documento en fascinantes experimentos en ratones transgenicos 
y en primates. Un raton que expresa el transgen del antigeno de 
superficie del HBV (HBs Ag) no desarrolla patologia (pues reco- 
noce al antigeno como propio). Sin embargo, al ser inmunizado 
adoptivamente con CTLs CD8 + histocompatibles y especificos 
para epitopes del HBs Ag desarrolla en pocas horas un infiltrado 
hepatico constituido por estas celulas, que semeja las lesiones ob- 
servadas en la hepatitis B del humano, y en las que se visualizan 
celulas apoptoticas. Estudios realizados en chimpances por Francis 
Chisari, documentaron que -inicialmente- las CTLs CD8 + promue- 
ven la elimination no citolftica del virus en hepatocitos, siguiendo 
dias despues una eliminacion citolitica (con suba de las transami- 
nasas). Los CTLs CD8 + son imprescindibles para promover la 
patologia, pero la lesion es fundamentalmente asociada a la 
presencia de macrofagos y polimorfonucleares y a las citoqui- 
nas liberadas en el sitio de la lesion. Tambien la miocarditis agu- 
da promovida en humanos por el virus Coxsackie B esta asociado 
a la actividad de CTLs CD8 + , y -segun el modelo experimental 
murino- fundamentalmente relacionada con la actividad de perfo- 
rinas. Ratones geneticamente deficientes en la production de las 
mismas, desarrollan lesiones leves, aunque se produce igualmente 
la eliminacion viral. Las lesiones son probablemente exacerba- 
das por citoquinas como IL-1(3 y TNF-a y por quimioquinas (que 
atraen mas linfocitos) como MIP-la. Lesiones mediadas por CTLs 
CD8 + han sido reportadas tambien en el sfndrome pulmonar por el 
hantavirus Sin Nombre. 

Anticuerpos facilitadores e inmunocomplejos. El dengue es 
una enfermedad conocida como "fiebre quebrantahuesos", asocia- 
da a intensa cefalea, exantema y a dolores de espalda y miembros. 
Existen 4 serotipos del virus dengue, los que no inducen proteccion 
heterotipica. Mas aun, la infeccion por este virus puede asociarse a 
cuadros severos cuando acaece en un individuo que previamente 
hubo sido infectado por un serotipo diferente al de la infeccion 
en curso. Dicho evento esta relacionado con el rol que desempenan 
anticuerpos circulantes no neutralizantes frente a epitopes del virus 
infectante. Dichos anticuerpos son reconocidos por receptores para 
Fey de los monocitos perifericos normalmente no susceptibles, que 
facilitan el ingreso viral y promueven una mayor replication viral en 
el organismo ("potentiation viral"). Elio deviene en una mayor pro- 
duction de citoquinas proinflamatorias, que atraen mas linfocitos, 
los que -a su vez- producen mas citoquinas. Estas y otros media- 
dores quimicos, favorecen el derrame plasmatico asociado a la fie- 
bre hemorragica por dengue. La "potentiation viral" promovida 
por anticuerpos heterotipicos no protectores es una de las causas 
postuladas para la mayor incidencia de la fiebre hemorragica por 
dengue y el choque por dengue. La fiebre hemorragica por dengue 
puede ocurrir en la primoinfeccion con una incidencia de 1:14000 
infecciones, pero la misma asciende a 1:90 en la reinfection con un 
serotipo diferente, observandose el choque por dengue en 1 de cada 
50 individuos reinfectados de esta manera. Avalando el rol de los an- 
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Figura 5.42. Infeccion aguda subchnica. Ejemplo: infeccion por virus hepatitis A dentro del primer ano de vida. 
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Figura 5.43. Infeccion aguda con manifestaciones clinicas. Ejemplo: infeccion por virus sarampion. 
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Figura 5.44. Infeccion persistente lenta abortiva con manifestaciones tardias. Ejemplo: panencefalitis esclerosante subaguda (PEES) 
por virus sarampion. 
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Figura 5.45. Infeccion persistente con manifestaciones clinicas. Ejemplo: rubeola congenita. 
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Figura 5.46. Infeccion persistente subclinica. Ejemplo: infeccion neonatal por virus hepatitis B. 



Figura 5.47. Infeccion persistente latente. Ejemplo: infeccion por virus herpes simplex. 
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Figura 5.48. Infeccion persistente con transformacion celular tardia. Ejemplo: infeccion por virus hepatitis B asociado al hepatocarci- 
noma. 
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Figura 5.49. Infeccion persistente lenta. Ejemplo: kuru. 
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ticuerpos facilitadores en esta infection, se ha documentado una alta 
incidencia de casos graves de infection por dengue en menores de 1 
ano nacidos de madres que le transfirieron pasivamente a traves 
de la placenta anticuerpos IgG contra un serotipo diferente al de 
su propia infection. El riesgo de dengue hemorragico disminuye 
ostensiblemente en los ninos con el devenir del tiempo, asociado a la 
concentration y vida media de la IgG matema transferida. 

Deposito de inmunocomplejos. Los inmunocomplejos pro- 
mueven la activation del sistema complemento y del sistema de 
quininas (estas a traves del factor Hageman) y la agregacion pla- 
quetaria. El factor quimiotactico del complemento atrae polimor- 
fonucleares que a su vez liberan enzimas lisosomales. Estas, en 
combination con las aminas vasoactivas liberadas, desencadenan 
las lesiones inflamatorias que producen el dano celular. Si la reac- 
tion continua mas alia del periodo agudo, los polimorfonucleares 
son reemplazados por celulas mononucleares. Los factores que de- 
terminan el grado de dano mediado por complejos inmunes son los 
siguientes: tamano del complejo, proportion relativa del antigeno y 
del anticuerpo, naturaleza de la red del complejo, tipo de antigeno, 
especificidad del anticuerpo y su avidez por el antigeno, clase y 
subclase de inmunoglubulinas y grado de activation de macrofa- 
gos. 

Si los inmunocomplejos se forman en exceso de antlgenos y 
con anticuerpos de baja afinidad, no seran removidos de circula- 
tion mediante las celulas retlculo-endoteliales que poseen recepto- 
res para Fc. Probablemente se formen inmunocomplejos en la ma- 
yorla de las infecciones virales: la existencia de antlgenos virales 
en exceso al momenta de generarse la respuesta inmune constituye 
un paso transitorio hacia el posterior exceso de anticuerpos. Sin 
embargo, la formation de inmunocomplejos puede ser prolongada 
en el caso de las infecciones persistentes, como se conocio ini- 
cialmente en la infection de ratones lactantes inmunocompeten- 
tes infectados con virus LCM que desarrollan inmunocomplejos 
circulantes asociados a glomerulonefritis. En las infecciones per- 
sistentes se liberan partlculas virales o algunos de sus antlgenos 
de manera continua en presencia de una respuesta de anticuerpos 
cualitativamente deficiente (baja afinidad o dirigida contra epitopes 
no crlticos) o en cantidades minimas. 

El dano hlstico mediado por complejos inmunes puede lo- 
calizarse en rinon (por ejemplo, glomerulonefritis observadas en 
el curso de las hepatitis B por complejos formados por el antigeno 
de superficie y el anticuerpo especifico [HBs Ag / anti-HBs] u otro 
antigeno tambien secretado desde la celula (HBe Ag) con el anti- 
cuerpo especifico [anti-HBe], o en infecciones por HCV, HCMV, 
HIV o sarampion), pequenos vasos de la piel (algunos exantemas 
virales o en los prodromos de la enfermedad por HBV), pequenas 
arterias (arteritis en infectados con HCMV, HIV o sarampion; 
periarteritis nodosa observada en pacientes con hepatitis B), o arti- 
culaciones (artritis observada con algunos arbovirus, erythrovirus 
[parvovirus] humano B19, o rubeola). Otro sitio preferencial de 
deposito de inmunocomplejos es el plexo coroideo. A su vez, se 
han detectado depositos de antlgenos de virus sarampion y de sus 
anticuerpos especificos en el SNC de pacientes con panencefalitis 
esclerosante subaguda (PEES). Estudios recientes sugieren que las 
hepatitis B fulminantes se asocian a inmunocomplejos formados 
por antigeno del core del HBV (HBc Ag) expresados en hepato- 
citos y anticuerpos especificos sintetizados en el hlgado por plas- 
mocitos, con deposito de complemento. En modo analogo, se ha 
observado que los casos graves de gripe pandemica H1N1/2009 
en personas de mediana edad estuvieron asociados a la presencia 
de anticuerpos circulantes anti-hemaglutinina HI de baja avidez 
y al deposito pulmonar de inmunocomplejos de baja avidez con 
activation del complemento. 


7. Modelos de infeccion 


El desenlace de una infeccion viral en el organismo humano es va- 
riable. Puede ocurrir una infeccion subcllnica o bien desarrollarse 
signos y slntomas inducidos por la alteration celular ocasionada 


por el virus y/o la respuesta del hospedero. La resultante final es 
dependiente de multiples factores: dosis infectante, puerta de en- 
trada, via de diseminacion, tropismo viral, virulencia del microor- 
ganismo, edad, estado nutritional y carga genetica del hospedero y 
su respuesta inmune innata y adaptativa frente al agente. 

7 . 1. Infecciones agudas 

Muchos virus producen infecciones limitadas en el tiempo. Estos 
virus son eliminados del organismo en pocos dlas o semanas. Para 
ello, el hospedero desarrolla diversos mecanismos de la respuesta 
innata (por ejemplo, el sistema interferon) y adaptativa (anticuer- 
pos e inmunidad celular) de defensa. 

Cierta proportion de las infecciones virales agudas del ser huma- 
no cursa en forma asintomatica: se produce la replication viral en au- 
sencia de manifestaciones cllnicas. Son las llamadas infecciones agu- 
das subclinicas o inaparentes (Figura 5.42). Ello ocurre, por ejemplo, 
en el 90% de las infecciones con virus polio, el 25% de los infectados 
con virus parotiditis y en mas del 80 % de las infecciones con virus 
hepatitis A (casi en el 100% de las que acontecen durante el primer 
ano de vida). 

Se ha postulado que la smtesis temprana de interferon, con el 
consiguiente estado antiviral que este induce sobre las celulas, fa- 
vorecerfa el curso subcllnico de algunas infecciones virales. 

Por el contrario, en ciertas infecciones agudas la replication 
viral se acompana de sintomas clinicos; ello se observa frecuen- 
temente en influenza (Figura 5.43), fiebre amarilla, el 10 % de los 
infectados con polio (de este porcentaje solo el 10 - 40% desarrolla 
enfermedad paralitica) y muchas otras infecciones. 

El virus sarampion tambien produce habitualmente una infec- 
cion aguda sintomatica (muy alta patogenicidad). Sin embargo, en 
una proportion de 1-2 de cada 1 000 000 de enfermos se puede 
observar una rara complication tardla: es la panencefalitis esclero- 
sante subaguda (PEES), la que se analiza en el proximo item. 

7.2. Infecciones persistentes 

Ciertos virus pueden permanecer en el organismo por periodos pro- 
longados (meses, anos y aun durante toda la vida). Son los agentes 
productores de infecciones persistentes. Estas pueden -a su vez- 
estar o no asociadas a manifestaciones cllnicas. 

Entre las infecciones persistentes comprendidas en el primer 
grupo podrian mencionarse la PEES y la infeccion congenita con 
virus rubeola. 

La PEES es una forma de infeccion persistente lenta abortiva 
en la cual el virus sarampion infecta el SNC aunque los neocom- 
ponentes de la replication viral no se incorporan a la membrana 
celular para formar virus completes. Como se menciono en una 
section anterior, existe un defecto en la expresion de los genes 
M, H y F, con la consiguiente formation anormal de particulas. 
Como consecuencia de esta restriction -dependiente de la celula 
hospedera- se acumulan nucleocapsides en el interior de las celu- 
las nerviosas. Mediante hibridacion in situ se ha podido demostrar 
en el SNC secuencias genomicas de virus sarampion antes de la 
aparicion local de niveles detectables de antlgenos virales (Figura 
5.44). La recuperation de virus infeccioso a partir del encefalo solo 
se obtiene mediante cocultivo con celulas permisivas. La PEES es 
una enfermedad casi invariablemente letal que resulta de la persis- 
tencia de una infeccion abortiva. 

En la rubeola congenita, el recien nacido infectado exhibe una 
amplia variedad de anormalidades, que incluyen las cardiopatlas 
congenitas, defectos oculares, sordera, retardo del crecimiento, 
purpura trombocitopenica, osteitis, hepatitis, neumonla, encefali- 
tis y lesion cerebral con alteraciones mentales. Se comprueba una 
continua replication y excretion viral, la que se puede prolongar 
mas alia del primer ano de vida y en algunos tejidos -como el cris- 
talino ocular- hasta los 3 o 4 anos despues de ocurrido el nacimien- 
to (Figura 5.45). 

Un ejemplo caracteristico de infeccion persistente asintomatica 
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se observa en los portadores cronicos de vims hepatitis B (Figura 
5.46). Diversos factores han sido asociados a su produccion: tem- 
prana edad de la infeccion primaria -usualmente asintomatica-, 
baja concentration viral del inoculo, factores geneticos, etc. Se 
calcula en mas de 400 000 000 el numero de portadores cronicos 
del HBV en el mundo, siendo estos el principal reservorio para la 
continua diseminacion horizontal (por via sexual y parenteral) y 
vertical (madre-hijo) del vims. 

En algunas infecciones persistentes el vims puede continual' 
replicandose (infecciones cronicas productivas), mientras que en 
otras puede mantenerse en alguna forma subviral no infecciosa 
conservando su capacidad para replicarse en algun momento pos- 
terior (infecciones latentes) asociandose a episodios agudos de en- 
fermedad. Esta ultima variedad de infeccion persistente se observa 
en las infecciones por vims herpes simplex y varicela- zoster. En el 
primer caso, el virus entra al organismo a traves de piel y mucosas. 
Muchas infecciones primarias pueden cursar en forma subclmica. 
En otros casos, se observan tfpicas lesiones vesiculosas producto 
de la infeccion Utica local de las celulas epiteliales parabasales e 
intennedias acompanadas de una respuesta inflamatoria. El vims 
herpes simplex deviene latente luego de la infeccion primaria, y se 
dirige por los nervios sensitivos hasta los ganglios correspondien- 
tes. Las bases moleculares de la latencia en celulas nerviosas se 
describieron en el item 5.2.1 Diversos estimulos como la fiebre, la 
tension emocional, la luz solar y los traumatismos pueden precipi- 
tar la reactivation viral por un mecanismo hasta ahora desconocido. 
Despues de la reactivation, el virus (en forma de subcomponentes) 
se traslada posiblemente por via nerviosa sensitiva y establece una 
nueva infeccion en piel o mucosas (Figures 5.15 y 5.47). 

La division de las infecciones virales persistentes en diversos ti- 
pos no es siempre excluyente: el vims hepatitis B es capaz de causal' 
(ademas de la infeccion aguda) una infeccion persistente productiva 
en los hepatocitos y exhibir una replication restringida en el carcino- 
ma hepatocelular (Figure 5.48). La patogenia del hepatocarcinoma 
no ha sido aclarada, aunque se ha demostrado que despues de 3 o 
mas decadas de infeccion cronica con vims hepatitis B la incidencia 
de aquel es 200 veces mas elevada que en la poblacion general. En 
el hepatocarcinoma se observa la integration del genoma viral en el 
de la celula hospedera. Se ha reportado la mutagenesis insercional en 
los genes hTERT y PDGF, o la activation de oncogenes como el de 
la ciclina A2. Es posible que el vims hepatitis B inicie una serie de 
eventos que conduzca a la injuria hepatocelular cronica, y que esta a 
su vez, estimule la regeneration celular cronica. La produccion per- 
sistente de los hepatocitos podrfa favorecer la acumulacion de mu- 
taciones al azar en el genoma celular, algunas de las cuales podrfan 
ser transformantes y conducir a la adquisicion de un fenotipo celular 


maligno. El hallazgo de que el gen X del vims hepatitis B posee ca- 
pacidad transactivadora transcripcional que se extiende mas alia del 
vims hepatitis B a otros vims asf como a genes celulares, sugiere que 
podrfa tambien participar en el proceso de transformation. 

Mas aun, confirmando lo arbitrario -aunque didactico- de la 
subclasificacion de las infecciones persistentes, el EBV produce 
una infeccion productiva en el epitelio faucial y una infeccion la- 
tente en linfocitos. De manera analoga, el F1IV esta latente en lin- 
focitos T no activados y se multiplica en linfocitos T activados y 
monocitos. 

Algunas infecciones persistentes poseen un perfodo de incu- 
bation muy prolongado en las que el tropismo por el hospedero y 
la susceptibilidad del organo bianco son restringidos. Los vims y 
agentes no convencionales (priones) que las producen causan las 
denominadas infecciones lentas. En esta categorfa de infecciones 
pueden incluirse la panencefalitis esclerosante subaguda (mencio- 
nada anteriormente como rara complication tardfa de pacientes 
que padecieron sarampion), la leucoencefalopatfa multifocal pro- 
gresiva asociada al poliomavirus JC, la panencefalitis mbeolica y 
la infeccion por algunos lentivirus como el visna de las ovejas. 
Tambien se incluyen a los agentes de la enfermedad de Creutzfeldt 
- Jakob, el kuru (Figure 5.49) y el agente del scrapie en las ovejas 
(scrapie = rascado). Este segundo gmpo de enfermedades se carac- 
teriza por producir degeneration neuronal, estado espongiforme de 
la sustancia gris, hipertrofia e hiperplasia astrocitica, en ausencia 
de fenomenos inflamatorios. Llamativamente, no se detecta res- 
puesta inmune humoral o celular en el hospedero. El origen mas 
probable del kuru podrfa haber correspondido a un caso esporadico 
de enfermedad de Creutzfeldt- Jakob en Nueva Guinea el que, mer- 
ced a los ritos canibalisticos de la tribu Fore (en la isla de Guam) 
fue diseminado a dicha poblacion, emergiendo entonces una cepa 
diferente de un mismo agente. La replication de este agente es len- 
ta a traves de los anos alcanzandose titulos de 10 s dosis infectantes 
por gramo de encefalo. 

8. CoiucLusioniES 

La patogenia de las infecciones virales esta influenciada por mul- 
tiples factores dependientes del agente y del hospedero. Con el ad- 
venimiento de la biologia molecular se ha comenzado una nueva 
era, la que permitira acercarse al objetivo de relacionar estructura y 
funcionalidad de las biomoleculas. La permanente investigation en 
este campo sin duda proporcionara las bases para un mejor desarro- 
llo de medidas rationales de profilaxis y terapeutica en las diversas 
infecciones virales. 
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INTRODUCCION 

El exito obtenido desde mediados del siglo XIX en el control de 
las enfermedades infecciosas a traves de vacunas llevo a que desde 
comienzos del siglo XX se intentara encontrar una etiologla vi- 
ral de varias neoplasias malignas humanas. De esa forma, en 1908 
Ellerman y Bang describieron el hallazgo de un virus asociado a 
leucemias experimentales, a lo que luego se le sumaron otros varios 
descubrimientos de virus relacionados con canceres. Elio llevo a 
que en la decada de 1970 se invirtiera mucho esfuerzo y dinero 
para encontrar, por ejemplo, a un virus productor de algun tipo de 
leucemia humana con el fin de elaborar una vacuna protectora. To- 
dos esos esfuerzos fallaron y en la actualidad se acepta que si bien 
existen virus relacionados con la genesis de canceres en la especie 
humana, estos son siempre cofactores, es decir actores necesarios 
pero no suficientes para provocar el desarrollo de una neoplasia 
maligna. Sin embargo, algunos virus oncogenicos son excelentes 
herramientas para estudiar en fonna experimental el desarrollo de 
distintos tipos de neoplasias. Esto significa que en la actualidad, 
mas que intentar descubrir la existencia de virus que por si mismos 
provoquen canceres, se emplean los virus oncogenicos para com- 
prender mejor el proceso detallado del desarrollo de las neoplasias. 

Como introduccion al tema es aconsejable aclarar las diferen- 
cias que existen entre los conceptos de transformation celular y 
de neoplasia maligna o cancer. La transformacion celular es un 
proceso que puede observarse in vitro en el cual las celulas se 
inmortalizan, luego de que en un cultivo fueron infectadas con un 
virus detenninado; dichas celulas son capaces de crecer en medios 
con bajas concentraciones de agar, lo que evidencia una indepen- 
dencia del anclaje al sustrato, pueden formar pluricapas, lo que 
indica la perdida de la inhibicion del crecimiento por contacto y, 
eventualmente, pueden desarrollar tumores si son inoculadas en 
ratones inmunodeficientes. En cambio, el fenomeno de oncoge- 
nesis siempre se da en animales (o humanos) e implica la adicion 
lenta y sucesiva de varias mutaciones crlticas en algunos genes 
regulatorios del crecimiento celular. El hecho de que un virus sea 
capaz de provocar transformacion celular in vitro no indica en 
absoluto que pueda inducir una neoplasia humana. 

Mecanismos oncogenicos 

Existen dos grandes grupos de virus oncogenicos: los retrovirus, 
que tienen un genoma compuesto por RNA, y los virus que contie- 
nen DNA como elemento de information genetica. Ambos tipos di- 
fieren en los mecanismos empleados para desarrollar una neoplasia. 

En el caso de los retrovirus existen dos grandes grupos: los exo- 
genos y los endogenos. Los exogenos son los que pueden infectar 
a un animal desde el exterior, mientras que los endogenos forman 
parte del genoma de los animales, pueden expresarse parcialmente 
y pueden ser heredados. Existen eventualmente recombinaciones 
entre un virus exogeno y uno endogeno, como se vera mas adelan- 
te. Cabe citar que la inmensa mayoria de estos virus forman parte 
de modelos netamente experimentales, que provocan sobre todo 
leucemias o sarcomas en animales endocriados. Estos modelos no 
tienen una contraparte humana y parecen bastante artificiales como 
para explicar la genesis de una neoplasia en el hombre. El unico 
retrovirus humano asociado a una neoplasia maligna es, hasta hoy, 
el HTLV-I. 


Los mecanismos por los cuales los retrovirus pueden ser on- 
cogenicos son basicamente tres. En el primero (cuyo ejemplo es 
el virus del sarcoma de Rous de los polios) el virus tiene en su 
genoma la codification necesaria para sus tres genes estructurales 
gag, pol y env, y, ademas, un oncogen viral, el v-src. Este ultimo 
constituye una version mutada y altamente transformante del proto- 
oncogen celular c-src que es un gen normal. El virus adquirio ese 
oncogen a traves de la evolution biologica y lo hizo en su forma 
mutada. Cabe senalar que la expresion de una sola copia del onco- 
gen v-src en una celula es suficiente para transformarla mientras 
que la sobre-expresion del proto-oncogen c-src no lo hace. Este 
virus tiene, entonces, todos los genes necesarios para replicar y 
producir progenie y tambien un oncogen cuya expresion lleva a la 
transformacion celular. El mecanismo de transformacion es, por 
lo tanto, muy facil de comprender, pero este tipo de virus es ab- 
solutamente excepcional dentro de los retrovirus oncogenicos. El 
segundo mecanismo lo emplean aquellos retrovirus que tambien 
han incorporado en su genoma a un oncogen que es la variante 
mutada de un proto-oncogen celular normal pero, a diferencia del 
ejemplo anterior, al haber incorporado al oncogen han perdido parte 
de alguno de los tres genes estructurales. Es decir, estos retrovirus 
pueden transformar pero no pueden replicar por si mismos porque 
les falta la maquinaria genetica necesaria para ello. Para replicar 
requieren de una co-infeccion en un modelo que tenga un retrovirus 
endogeno que si aporta los tres genes estructurales aunque no tiene 
ningun oncogen. El tercer mecanismo lo emplean los retrovirus que 
carecen de oncogen pero que tienen los tres genes estructurales. 
En este caso, para que un virus provoque una neoplasia tiene que 
realizar multiples ciclos de replication, durante los cuales impactara 
en el genoma celular innumerables veces en forma de provirus. La 
mayoria de esas veces la incorporation del retrovirus no producira 
cambio alguno en la celula pero, por azar, en un momenta dado el 
virus impactara en un gen regulatorio o en su promotor y provocara 
la transformacion celular. A este mecanismo se le denomina muta- 
genesis por insertion y es el que emplea el HTLV-I. 

A diferencia de los virus oncogenicos con RNA, los que poseen 
DNA pertenecen a familias y a generos muy distintos y cada uno 
de ellos utiliza diferentes estrategias para la transformacion celular. 
Existen aqul virus humanos que tienen la capacidad de inducir neo- 
plasias en animales y transformar celulas de otras especies in vitro, 
como por ejemplo algunos adenovirus que, no obstante, nunca hasta 
hoy han sido asociados al desarrollo de neoplasias humanas. Otros, 
sin embargo, si estan asociados a canceres de la especie humana, 
basado esto en datos epidemiologicos, clmicos y moleculares. Los 
miembros mas conspicuos de este grupo de virus son el Epstein- 
Barr, el herpes humano 8 (HHV-8), el virus de la hepatitis B y el 
virus papiloma humano (HPV). Los tres primeros seran tratados 
extensamente en otros capltulos, de tal fonna que en este se profim- 
dizaran los aspectos mas importantes del HPV. Aunque tomemos 
al HPV como al virus prototipo que interviene en la etiopatogenia 
de algunas neoplasias mucocutaneas, debemos recordar que a co- 
mienzos de 2008 se descubrio un nuevo virus polioma asociado a 
la etiologla del carcinoma de celulas de Merkel de la piel. Esta es 
una neoplasia maligna rara, pero constituye un ejemplo de como 
los virus polioma pueden estar involucrados en algunos canceres 
cutaneos. Muy recientemente hemos reportado la detection de an- 
tlgenos de virus polioma en el tipo mas frecuente de neoplasias 
benignas de los anexos cutaneos humanos como son los pilomatri- 
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comas. No obstante, el significado de este hallazgo todavla debe ser 
constatado en forma independiente por otros investigadores. 

Se ha detectado tambien que algunos vims papiloma humanos 
(denominados "beta-papilomavims") pueden producir infecciones 
latentes en la piel del humano y eventualmente lesiones cutaneas 
posteriores, a diferencia de los "alfa-papilomavirus" que producen 
lesiones preneoplasicas y neoplasicas en las mucosas, entre ellas 
la genital. 

El virus papiloma humano: su participacion en la oncogenesis 

Estos virus son icosaedricos y desnudos y tienen un genoma con 
DNA bicatenario. Hasta hace poco se los agrupaba junto con los 
virus polioma como Papovavirus pero las diferencias geneticas 
halladas hicieron que hoy se los considere como miembros de la 
familia Papilomaviridae, que es independiente de la Poliomaviri- 
dae. Como todo vims, tiene genes tempranos, que son regulatorios 
y genes tardios que codifican a las proteinas estmcturales. 

Los genes tempranos de mayor importancia son el E2, el E5, el 
E6 y el E7, mientras que el gen tardio mas preponderante es el LI. 
El gen E2 regula negativamente la expresion de los genes E6 y E7, 
siendo estos dos ultimos los oncogenes virales, mientras que el E5 
tambien tiene actividad transformante (provoca hiperplasias epite- 
liales en animales transgenicos) y aumenta la slntesis de DNA y la 
proliferation de los queratinocitos. Las diferencias en la secuencia 
del gen LI es la que determina que existan mas de 100 tipos (que 
no son serotipos) de HPV, algunos de ellos altamente oncogenicos, 
como el 16, el 18 y el 31, y otros solo productores de neoplasias 
benignas denominadas verrugas. Los HPV altamente oncogenicos 
se asocian al cancer de cuello uterino, pero tambien al de vulva y al 
de pene. 

Anualmente se registran en todo el mundo 470000 nuevos ca- 
sos de cancer de cuello uterino y, dado que la gran mayoria de 
ellos ocurren en Latinoamerica, el sudeste asiatico y el Africa sub- 
Sahariana donde las condiciones sanitarias son malas, de ese total 
de casos nuevos 233000 seran mortales. 

Se acepta que la primoinfeccion con HPV ocurre fundamental- 
mente luego del comienzo de la actividad sexual y que el vims es 
transmitido por esta via. No obstante, se ha planteado que esta no 
es la unica manera de adquirir la infection, ya que el virus puede 
permanecer viable por periodos muy prolongados de tiempo en fo- 
mites. No se conoce exactamente de que manera el HPV interactua 
con receptores del epitelio del cuello uterino y que mecanismos 
emplea para alcanzar la capa basal de ese epitelio, pero se propo- 
ne que los microtraumas producidos durante el coito facilitanan la 
infection. De cualquier forma, el sector del cuello uterino donde 
se originan las neoplasias es la zona de transition entre el epitelio 
plano-estratificado del exocervix y el epitelio cilindrico simple del 
endocervix. Una vez alcanzada la capa basal, el HPV permanece 
con su DNA circularizado en forma episomal en el nucleo de las 
celulas y va madurando a medida que maduran los queratinocitos, 
de manera tal que en la capa mas superficial del epitelio se forman 
celulas vacuolizadas con nucleos excentricos irregulares y picnoti- 
cos denominadas coilocitos que contienen vims infecciosos que una 
vez liberados infectaran a nuevas celulas o a otra persona. Esta fase 
del ciclo replicativo viral es litica, puesto que destmye finalmente 
al queratinocito. 

No obstante, en un momenta del ciclo de replication y al cabo 
de un perlodo que puede llevar mas de 10 anos, el virus integra su 


genoma al de la celula, generalmente a traves del gen E2. Dc esta 
forma, E2 es inactivado y, dado que normalmente actua inhibiendo 
la expresion de E6 y de E7, estos dos ultimos se transcribiran sin 
inconvenientes. El producto del gen E6 interactua con la protelna 
celular p53, la acompleja con ubiquitina y la degrada a traves del 
proteasoma, mientras que el producto de E7 se une a la protefna 
pRB inactivando su funcion. De este modo el HPV provoca por un 
lado la inactivation de una proteina (p53) que tiene como funcion 
detectar alteraciones en el DNA celular y, si las encontrara, llevar 
a la muerte celular por apoptosis y, por el otro, hace que la celula 
entre permanentemente en el ciclo de replication. La consecutiva 
acumulacion de mutaciones indeseadas llevara con el tiempo a la 
adquisicion de un fenotipo neoplasico. No obstante, se sabe que 
estos factores son necesarios pero no suficientes para la genesis de 
una neoplasia. La expresion de E5 y el efecto de los estrogenos, la 
dieta y eventualmente otras infecciones concomitantes como las 
producidas por el vims herpes simplex del tipo 2 tambien actuarian 
como cofactores para el desarrollo de un cancer de cuello uterino. 
Se han desarrollado por lo menos 2 vacunas que ya estan comer- 
cializadas y que intentan evitar la infection por los tipos de virus 
papiloma productores de lesiones genitales frecuentes y/o potencial- 
mente malignas. Hasta hoy se recomienda su aplicacion en ninas a 
partir de los 1 1 anos en dos dosis consecutivas. La vacuna parece 
ser efectiva pero es extremadamente cara para los sectores sociales 
que mas la necesitan y encierra el riesgo de que, si fiiera adminis- 
trada sin education sanitaria concomitante, inducirfa a la poblacion 
que la recibiera a suponer que estara exenta de toda otra infection 
venerea, lo que -obviamente- no es cierto. Conceptualmante la 
vacuna puede ser administrada siempre que no se abandonen las 
demas medidas profilacticas de enfermedades de transmision sexual 
como son, por ejemplo, el uso de preservatives, el conocimiento de 
los companeros sexuales, el control medico periodico y la detection 
precoz de signos de enfermedad venerea, asi como la necesidad de 
la vacunacion contra el vims hepatitis B. 

Uno de los puntos criticos en la oncogenesis por virus con 
DNA es la relation que hay entre la replication viral y la induc- 
tion de neoplasias. Como se explico arriba, uno de los puntos 
mas dificiles de comprender es cuando una infection que era pro- 
ductiva y provocaba lisis celular cambio a una infection del tipo 
transformante. Este proceso ha sido estudiado empleando ratones 
transgenicos que expresan cada una de las proteinas transforman- 
tes de HPV solas o en conjunto y tambien empleando vims polio- 
ma en animales de experimentation. Este ultimo vims codifica a 
los oncogenes mT y LT que actuan de manera distinta a la expli- 
cada para los oncogenes E6 y E7 del HPV. El oncogen mT (que es 
el mas importante) se une al producto del proto-oncogen celular 
c-src y, mediante una serie de fosforilaciones sufre un cambio 
esterico que le permite interactuar, a su vez, con varios peptidos 
involucrados en los mecanismos de transduction de senates como 
son el She, las proteinas 14-3-3, la fosfatidil inositol-3-kinasa, etc. 
Pero lo llamativo es que esto ocurre tanto durante la fase litica 
de la infection por el virus como durante la induction de neo- 
plasias. De tal forma que no esta claro cual es el punto o switch 
que determina el pasaje de un tipo de infection a otro y que es 
independiente de la mera expresion de los oncogenes virales. En 
este sentido, el estado de permisividad celular, la interaction de 
proteinas virales con diferentes factores de transcription celulares 
y quizas las propias bases geneticas de los huespedes estan siendo 
intensamente estudiados en la actualidad. 
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1. INTRODUCCION 

1.1. Historia 

Los terminos "inmunidad" e "inmune" provienen del latln immuni- 
tas e immunis, respectivamente. Dichos vocablos eran utilizados en 
epoca de los romanos, para referirse a aquellos individuos exentos 
de cumplir determinados deberes, tales como pagar impuestos o 
cumplir el servicio militar. Fue el poeta Lucano (Marcus Annaeus 
Lucanus 39-65 d.C.) en su celeberrimo poema epico "Farsalia" 
(Bellum civile) donde se narra la lucha entre Cesar y Pompeyo por 
el poder de Roma, quien utilizo metaforicamente el termino "in- 
mune" para referirse a la legendaria resistencia contra mordedu- 
ras de serpientes de los integrantes de la tribu Psylli del Norte de 
Africa. Por extension, dicho vocablo se utiliza desde entonces para 
aquellos mecanismos que evitan al paciente pagar el tributo de la 
enfermedad. 

Sin embargo, la notion de que la "inmunidad" conferida por 
el padecimiento de una enfermedad infecciosa puede proteger ha- 
bia sido previamente reflejada por el historiador griego Tucidides, 
quien describio que la plaga de Atenas (para algunos investigado- 
res, probablemente fiebre tifoidea) ocurrida hacia el 430 a.C. "nun- 
ca afectaba dos veces a un mismo hombre". 

Un experimento natural ocurrido en las remotas islas Feroe 
(Fproyar en feroes, Faerperne en danes, lo que significa "Islas de 
corderos") en el siglo XVIII mostraria las bases que correlacionan 
hoy la proteccion con la memoria inmunologica. El "experimen- 
to" comenzo en 1781 con un brote epidemico de sarampion en las 
mencionadas islas. Durante los subsiguientes 65 anos no hubo ca- 
sos de dicha enfermedad entre los islenos, hasta que en 1 846 una 
nueva epidemia afecto entre el 75 y el 95% de los habitantes. Fue 
el medico danes Ludwig Panum quien estudio la epidemiologla del 
brote y relato que "entre los muchos individuos adultos o ancianos 
que habian padecido la epidemia de 1781, ninguno fue atacado por 
segunda vez". El mejor control interno de este experimento natural 
quedo tambien documentado ya que "aquellas personas mayores 
que no habian padecido sarampion con anterioridad, enfermaban 
al exponerse a la infeccion". Estos clasicos estudios de Panum per- 
mitieron obtener dos valiosas conclusiones: a) que la proteccion 
contra el sarampion era de larga duration; y b) que no era necesaria 
la reexposicion al virus para mantener por periodos prolongados 
la inmunidad protectora. Este ultimo aspecto proveyo una crucial 
pista acerca de lo que se conoce actualmente como memoria inmu- 
nologica. Esta propiedad, fue subsiguientemente corroborada en 
las epidemias de fiebre amarilla ocurridas en Virginia, EE.UU., y 
de poliomielitis entre esquimales de Alaska. 

1.2. Generaudades 

Los mecanismos de defensa del hospedador contra las infecciones 
virales han sido descriptos como una sinfoma de factores ( instru - 
mentos de distintos mecanismos) especificos e inespecificos. La 
information obtenida del estudio de infecciones virales naturales 
o experimentales permitio evaluar la importancia relativa de am- 
bos mecanismos, ya que estos varlan de acuerdo a los diferentes 
virus que se consideren. Siguiendo con la imagen metaforica, al 
igual que en una sinfoma, existen momentos donde debe "actuar" 


un instrumento como solista mientras que en otros es el conjunto 
instrumental el que se expresa en su totalidad. 

En la delicada hipotetica balanza que mide el "peso" de los 
atributos virales (patogenicidad, virulencia, evasion a la respuesta 
inmune) y los del hospedador, este impone el vigor de su respuesta 
inmune (Figura 7.1). 



Figura 7.1 . Relation virus-hospedador. Los mecanismos de defen- 
sa de este prevalecen sobre los que promueve la infection viral. 

Uno de los mayores avances en la Medicina modema ha sido 
el desarrollo de vacunas contra muchas de las infecciones virales 
graves y aun mortales. Las vacunas actuan en general induciendo 
la formation de anticuerpos especificos contra epitopes criticos de 
la superficie viral, que -habitualmente- impiden su adecuada ad- 
sorcion a los receptores o correceptores celulares, aunque tambien 
actuan mediante otros mecanismos (vease el item 3.1.2). De esta 
manera, cuando el hospedador es expuesto a la infeccion natural, los 
anticuerpos prefonnados neutralizaran/limitaran al virus infectante y 
acortaran el curso de la infeccion. Se ha estimado que la vida media 
de los anticuerpos contra ciertos virus es muy larga, alcanzando los 
50 anos para el virus varicela-zoster y los 200 anos para sarampion y 
parotiditis. Ciertas vacunas, principalmente las elaboradas con virus 
atenuados, pueden inducir tambien mecanismos de citotoxicidad T- 
dependientes, cruciales para la elimination de virus en las celulas 
que pudieren infectarse. Mas recientemente, estudios realizados con 
vacunas experimentales documentaron que es posible lograr tambien 
una respuesta T (ademas de la respuesta humoral correspondiente) 
mediante el uso de vacunas a DNA. Estos hallazgos han abierto pro- 
metedoras expectativas para su futura utilization en humanos. 

Clasicamente, se consideraba a los anticuerpos como el unico 
factor de defensa contra los virus. Sin embargo, en las ultimas de- 
cadas se demostro que factores inespecificos y la inmunidad celu- 
lar especifica tienen un papel fundamental en la recuperation del 
paciente en muchas enfermedades virales. 

Los mecanismos mas eficientes con los que el hospedador se 
defiende de las infecciones virales dependen decisivamente del 
modo por el cual los virus se diseminan dentro del hospedador. 

Los virus pueden diseminarse por tres vlas. El primer tipo 
de diseminacion es a traves del liquido extracelular. La progenie 
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viral neoformada (que incluye particulas infectantes -viriones- 
y defectivas no infectantes) es liberada por lisis a ese liquido. 
A traves del mismo, los viriones podran infectar a otras celulas. 
Debido a esta travesia viral, es posible, por ejemplo, inhibir -en 
un cultivo infectado experimentalmente in vitro- el ingreso viral 
a celulas vecinas susceptibles a la infeccion con los ties serotipos 
del virus polio mediante anticuerpos monoclonales antirreceptor 
para este virus. Elio resulta factible rnerced a que la diseminacion 
de este agente es obligatoriamente realizada a traves de una etapa 
extracelular. De manera analoga, se produce la neutralizacion vi- 
ral in vivo cuando interactuan anticuerpos dirigidos contra sitios 
criticos de la estructura viral mas externa, que en el caso del virus 
polio consiste en una neutralizacion de los epitopes serotipo-es- 
pecificos de su capside. A1 circular libres en el torrente sanguineo 
(fase viremica), estos viriones podran ser neutralizados por di- 
chos anticuerpos especificos. 

Sin embargo, la infeccion por virus que promueven la lisis ce- 
lular tambien induce in vivo una respuesta inmune mediada por 
celulas citotoxicas. Su papel esta dirigido a la eliminacion de celu- 
las infectadas aun antes de su eventual lisis, lo cual promovera la 
erradicacion de la infeccion. 

El segundo tipo de diseminacion es por brotacion de celula a 
celula, es decir por contigiiidad. Este proceso no es en si mismo 
causa de un dafio grave a la celula, aunque en la membrana, antes 
de la brotacion, se anclan las glicoprotemas virales, desplazando a 
las protemas celulares. De hecho, multiples virus que emergen por 
esta via no son citoliticos (entre ellos los togavirus como el agente 
etiologico de la rubeola, los vims parainfluenza, etc.). Sin embar- 
go, existen otros vims que emergiendo por brotacion si inducen la 
destruccion celular, aunque por mecanismos no vinculados a este 
proceso, como lo es la apoptosis. Por ejemplo, los vims herpes se 
diseminan de celula a celula por brotacion en las membranas de 
celulas contiguas, sin necesidad de pasar por el liquido extrace- 
lular. Sin embargo, estos vims pueden provocar la muerte de las 
celulas infectadas productivamente como resultado de la expresion 
de ciertos genes virales (vease el capitulo 23.2 "Herpes simplex"). 

Debido a que generalmente los anticuerpos no neutralizan vi- 
ms en el interior celular (se conocen los fascinantes y excepcio- 
nales ejemplos en los que el vims de la rabia puede neutralizarse 
en cultivo de celulas de neuroblastoma mediante anticuerpos mo- 


noclonales intemalizados, o el vims hepatitis B (HBV) en el inte- 
rior de hepatocitos mediante anticuerpos especificos intemalizados 
mediante endocitosis), el mecanismo de defensa principal frente a 
vims brotantes no liticos en esta etapa del ciclo de infeccion esta 
mediado por celulas citotoxicas. Sin embargo, cuando alguno de 
los vims envueltos no citoliticos pasa a la circulacion en forma 
de particula libre (por ejemplo, ante el egreso por el polo baso- 
lateral de una celula polarizada), queda expuesto a la accion de los 
anticuerpos neutral izantes (como en el caso del vims parotitidis, 
del vims Junm o del HBV). En modo analogo, durante los ultimos 
anos se ha explorado la posibilidad de que anticuerpos intracelula- 
res (o "intracuerpos") experimentalmente elaborados, y constitui- 
dos (en los de primera generacion) por una cadena unica peptidica 
con los dominios variables de las cadenas pesada y liviana de la 
Ig unidas por un peptido puedan expresarse en el interior celular, 
preservando la afinidad del anticuerpo parental y redireccionarse a 
diversos compartimientos e inhibir ciertos vims. Estos "intracuer- 
pos" han mostrado su versatilidad en la inhibicion experimental de 
eventos tempranos y tardlos de la replication in vitro del HIV, lo 
que es un terreno de investigation en el carnpo de la terapia genica 
(vease el item 3.1.2). 

En smtesis, tanto los virus desnudos como envueltos que even- 
tualmente invadan el torrente circulatorio podran perder su infec- 
tividad si el hospedador desarrolla una adecuada respuesta de an- 
ticuerpos neutralizantes. Sin embargo, en muchas ocasiones solo a 
traves de mecanismos mediados por celulas podra erradicarse defi- 
nitivamente la infeccion. La mayorfa de los virus, aunque no todos, 
induce una respuesta mixta humoral y celular. El grado de partici- 
pation de cada una de ellas variara segun el vims en cuestion. 

El tercer tipo de diseminacion es por integration del genoma viral 
al de la celula. El provirus queda integrado al genoma de la celula 
hospedadora y puede permanecer en ese estado por un cierto tiempo. 
Cuando la celula se divide, dara lugar a nuevas celulas hijas que lie- 
varan en su genoma el provims integrado. El provims puede activarse 
dando lugar a la formation de nuevos viriones que iran a infectar a 
otras celulas (vease el capitulo 5). Los retrovirus (por ejemplo, el vi- 
ms de la inmunodeficiencia humana -HIV-, as! como diversos vims 
productores de leucemias/linfomas) son ejemplos de este tipo de dise- 
minacion. Aun se desconoce cual podria serun mecanismo de defensa 
eficiente y suficiente para controlar la infeccion por HIV. 



B 



Figura 7.2. Inmunidad innata y adaptativa. A. La inmunidad innata y la adaptativa son como dos grandes vasos comunicantes. Una y otra 
estan estrechamente vinculadas participando varios de sus respectivos componentes en la actividad de ambas, como ocurre con las celulas 
dendriticas. B. Componentes de la inmunidad innata y de la inmunidad adaptativa. PMN: polimorfonucleares; Acs: anticuerpos; C: sistema 
del complemento; CD: celulas dendriticas; TLR: receptores Toll-simil ( Toll Like Receptors ); IFN: interferon; MO: macrofagos; LT: linfocitos T; 
LB: linfocitos B. RNAi: interferencia de RNA mediada por siRNA (small interfering RNA) y microRNA (miRNA). Vease que algunos elemen- 
tos forman parte de ambos compartimientos (interseccion de conjuntos), aunque cumplen funciones mas preponderantes para uno u otro. 
Observe el lector que en la region correspondiente a dicha interseccion de conjuntos, los elementos que corresponden fundamentalmente 
a la inmunidad adaptativa -aunque participan de la innata- se mencionan tambien con letra italica: los anticuerpos pueden participar de 
la citotoxicidad mediada por celulas NK, y los linfocitos T CD4 + activan tambien a dichas celulas. Los macrofagos, las NK, las NKT y las 
celulas dendriticas modelan la actividad de la inmunidad adaptativa, a traves de las senales enviadas a los linfocitos T, dependientes de 
su interaction con determinados PAMR El sistema del complemento no solo participa en la inmunidad innata, sino tambien en la virolisis 
inmune mediada por anticuerpos y en la regulacion de la actividad de linfocitos T CD8 + . 


Capi'tulo 7 / Mecanismos de defensa del hospedador frente a las infecciones virales 


137 


Corpus 

Editorial 


Caracteristica 

Inmunidad innata 

Inmunidad adaptativa 

Desarrollo en la evolution de las 
especies 

Muy antiguo 

Mas reciente 

Codification genetica de receptores 

Linea germinal 

Recombination somatica 

Caracteristica del reconocimiento 

Rigido 

Flexible y con memoria 

Receptores 

Receptores de reconocimiento de 
patrones o RRP (Toll, RLH [Rigl 
like helicases: Rigl, Mda5], sensor 
citosolico de DNA, etc.) 

Receptores B (Ig) y T (TCR) 

Elemento reconocido 

Patrones moleculares asociados a 
patogenos o PAMP 

Epitopes lineales o conformacionales 
(por el receptor B) o lineales en el 
contexto de moleculas del CMH (por 
el receptor T) o glicolfpidos (por CD1 ) 

Especificidad 

Amplio rango: 

Si, altamente especificos (RRP) 
o No (barreras naturales) 

Si, con exquisita capacidad 
discriminativa 

Afectacion intrinseca 
por contacto previo con 
antigeno 

No 

Si 


Tabla 7.1. Cuadro comparative entre la inmunidad innata y la adaptativa. 


A continuation, se intentara puntualizar algunos de los factores 
(y los mecanismos cuando fueren conocidos) que participan en la 
resistencia a la infection viral. En dicha resistencia participan me- 
canismos de naturaleza no inmune e inmune, siendo esta innata o 
adaptativa (Figuras 7.2 A y B). Por razones de espacio, solo se hara 
enfasis en aquellos eventos vinculados a los mecanismos inmunes 
de la defensa antiviral del hospedador, y a algunos conceptos re- 
cientemente incorporados a la Inmunologfa. El lector es referido a 
textos generales de Inmunologia para ampliar tematicas particula- 
res de esta ciencia fascinante. 

2 . Resistencia inespeci'fica e inmunidad innata 

Si bien la respuesta inmune innata (del latin innatus, nacer o produ- 
cirse en) fue considerada inespecifica hasta anos recientes, el des- 
cubrimiento de receptores celulares de reconocimiento de patrones 
(RRP) presentes en agentes patogenos, establecio indubitablemen- 
te la especificidad del reconocimiento, aunque este es de natura- 
leza diferente al de la inmunidad adaptativa (Tabla 7.1). Por ello, 
la resistencia inespecifica no es un sinonimo de respuesta innata. 
Sin embargo, la inmunidad innata tambien comprende la presencia 
de barreras naturales como la piel sin especificidad alguna. Por lo 
expuesto, se considera que la inmunidad innata exhibe un amplio 
rango de especificidades, definiendose como perteneciente a la 
misma a los elementos celulares y solubles que no estan afectados 
intrfnsecamente por el contacto previo con el antfgeno. 

Los factores que modelan la inmunidad innata a los virus son 
multiples: entre ellos, merece destacarse la edad del hospedador, 
en casos muy especiales tambien el sexo, su estado nutritional y 
factores geneticos. La inmunidad innata comprende fenomenos 
de regulation post-transcripcional de los RNAs virales media- 
dos por siRNA ( small interfering RNA ) y miRNA (micro RNA), 
interferencia en la replication viral mediados por el sistema 
Interferon (IFN), actividad de colectinas, anticuerpos natura- 
les y del sistema complemento (C), asi como la funcion de las 
celulas macrofagicas, dendriticas, NK y NKT, y las epiteliales 
de la piel y las mucosas intestinal y pulmonar. Los componentes 
mas relevantes de la inmunidad innata antiviral son las celulas 
dendriticas (CD) y NK, los diferentes RNA interferentes y el 
sistema IFN. 

La edad del hospedador puede determinar la susceptibilidad 
o la resistencia a detenninados virus. Por ejemplo, los neonatos 
infectados con HBV, mediante transmision perinatal desarrollan 


infecciones persistentes, ya que no son capaces de eliminar el virus 
de su organismo. probablemente por una inadecuada respuesta de 
su sistema inmunologico frente a la infeccion y por el efecto tole- 
rogenico del antigeno soluble HBc. Como advertira el lector en el 
capitulo 23.3, no todas las cepas (las denominadas e‘, ni el genotipo 
G) del HBV expresan dicho antigeno, por lo que el efecto toleroge- 
nico no podra promoverse en estos casos. 

Desde el punto de vista de las infecciones experimentales, se 
ha observado diferente susceptibilidad de ratones a la infeccion con 
arenavirus segun su edad. Los ratones lactantes de 24-48 h de vida 
inoculados por via intracerebral con el virus Junln -agente de la fie- 
bre hemorragica argentina- son altamente sensibles y mueren como 
consecuencia de una encefalomielitis mediada por linfocitos T (LT). 
Por el contrario, los ratones adultos (mas de 20 dias) de casi todas las 
cepas estudiadas hasta el presente exhiben resistencia a la infeccion 
con el mismo virus, desarrollando una infeccion inaparente con sin- 
tesis de anticuerpos especificos. Esta diferencia en el comportamien- 
to se atribuye a la maduracion de la respuesta inmune y al desarrollo 
en los animales adultos de una respuesta especifica supresora. 

La edad tambien desempena un papel relevante en infecciones 
por virus estacionales influenza A (H1N1) y A (H3N2), observan- 
dose frecuentemente una progresion mas grave de la infeccion en 
ancianos que en jovenes o adultos. La observation en las pri- 
meras semanas de la pandemia de gripe de 2009 por influenza 
A(H1N1) de que entre los casos iniciales el grupo mas afectado 
era el de ninos y jovenes (y adultos menores de 60 anos) causo 
signifleativa intriga en la comunidad cientiflca. La ulterior di- 
lucidacion de la estructura cristalografica de la hemaglutinina 
del virus pandemico en 2009 y su comparacion con el de 1918 
(que tambien habia circulado en anos subsiguientes), demostro es- 
trechas semejanzas, que explican la inmunidad observada en 
un cierto porcentaje de individuos mayores de 60 anos. 

El sexo puede estar tambien asociado a una diferente evolution 
de algunas infecciones virales. Tal es el caso de la hepatitis C, en la 
que se ha documentado que existe una asociacion entre una menor 
tendencia al desarrollo de eventos cirroticos en mujeres (pero no 
en varones) que expresan el genotipo GG del promotor de IL-10 
(asociado a alta production de IL-10), lo que conlleva al desenlace 
dual de una menor capacidad de eliminar el virus del organismo 
en la infeccion cronica, pero con una menor tendencia a la fibrosis 
(uno de los tres elementos del proceso cirrotico, junto a la necrosis 
y la regeneration hepatocitica). 
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En total discrepancia con la hipotesis de larga data que indica- 
ba que la transferencia pasiva de IgA (o eventualmente otras mo- 
leculas solubles) de origen matemo mediante la lactancia confiere 
protection a ambos sexos por igual, muy recientemente se ha ob- 
servado que dicha alimentacion promueve efectos diferentes en la 
prevention de infecciones virales respiratorias, confiriendo protec- 
cion a las ninas, pero no a los ninos, lo que sugiere la activacion de 
mecanismos regulados por hormonas especificas u otras moleculas 
diferencialmente expresadas en ambos sexos. 

En ninos desnutridos, muchas infecciones virales revisten ma- 
yor gravedad que en ninos eutroficos. Elio se observa, por ejemplo, 
en la evolution mas grave de diversas infecciones gastrointestina- 
les o respiratorias. Esto se debe a que la desnutricion implica una 
desventaja para el normal desarrollo de la respuesta inmune. 

Sorprendentemente, estudios efectuados en ratones infectados 
con el virus Coxsackie B5 demostraron tambien una alteration de 
la respuesta a dicho virus, como consecuencia de la alimentacion 
hipercolesterolemica, habiendose sugerido que la susceptibilidad 
aumentada seria debida a la disfuncion de macrofagos hepaticos 
y a trastomos de la movilizacion de monocitos desde el lecho san- 
gulneo. 

Los factores geneticos condicionan la presencia o ausencia de 
receptores en las membranas celulares que permitiran la adsorcion 
de los virus, es decir, el primer paso de la replication viral. Por 
esta razon, el ser humano no se infecta generalmente con virus de 
animales (excepto en el caso de zoonosis) o con virus de plantas o 
bacterias. La susceptibilidad a formas graves de algunas infecciones 
virales se ha asociado a ciertas estructuras geneticas: por ejemplo, 
existe mayor frecuencia de hepatitis cronicas en individuos que ex- 
presan alelos especificos del complejo mayor de histocompatibili- 
dad: por ejemplo B8 o DR3. Asimismo, se ha infomiado que el alelo 
DRB1*1302 tanto en ninos como en adultos se asocia en Gambia 
significativamente a la recuperation frente a la infeccion con HBV, 
en contraste con quienes desarrollan una infeccion persistente. Elio 
ha permitido postular que ese alelo podrfa conferir proteccion. Con 
respecto a la infeccion por HIV, se ha documentado que existe un 
bajo porcentaje de individuos que puede padecer multiples expo- 
siciones al virus sin infectarse y que otros aun infectandose sobre- 
viven sin disminuir o disminuyendo mmimamente su nivel de LT 
CD4 + en presencia de una baja carga viral (RNA viral plasmatico) 
durante el devenir de los subsiguientes anos (habitualmente mas de 
7). Trabajadoras sexuales, drogadictos, personal de salud con mul- 
tiples accidentes laborales, hemofflicos y bebes nacidos de madres 
serologicamente positivas para HIV son algunos de los grupos en 
los que se han documentado el fenomeno de exposition multiple sin 
infeccion. Tambien entre drogadictos, hombres homosexuales, mu- 
jeres y ninos se observo la presencia de individuos no progresores 
por periodos prolongados. Algunos de estos casos estan relacionados 
con la expresion de receptores mutados para quimioquinas como el 
CCR5A32. Dado que las variantes macrofago-tropicas del HIV utili- 
zan como correceptor principal la molecula CCR5 (un receptor para 
quimioquinas), una delecion de 32 pb (un polimorfismo) en dicho 
correceptor influye en el evento de ingreso viral a dichas celulas, lo 
cual hace resistentes a las mismas a cepas virales macrofagotropicas 


que lo utilizan para su ingreso celular. Dado que cada individuo exhi- 
be dos copias alelicas del gen que codifica CCR5, pueden observarse 
casos de individuos homocigotas (CCR5A32-A32) o heterocigotos 
(CCR5 salvaje-A32). El 1% de la poblacion caucasica es homocigo- 
ta para la delecion A32 y el 20% es heterocigota para la misma. Si 
bien los individuos homocigotas para CCR5A32 no se infectan con 
cepas que utilizan dicho correceptor, si pueden hacerlo por otras que 
empleen un correceptor diferente, por lo que las practicas sexuales 
-asi denominadas- "seguras" estan igualmente recomendadas para 
este grupo. La heterocigosidad CCR5 salvaje-A32 esta fuertemente 
asociada tambien a la resistencia a la transmision sexual hombre- 
hombre y hombre-mujer del HIV, aunque no hay evidencias conclu- 
yentes acerca de su influencia en la infeccion de bebes infectados en 
la etapa perinatal, cuando se las compare con aquellos que portaban 
los alelos salvajes. 

Con un efecto inverso, se ha demostrado que un numero me- 
nor de copias que el correspondiente al promedio poblacional de 
una region genomica de duplication segmentaria que comprende 
la que codifica la quimioquina CCL3L1 (MIP-1 a P, un ligando 
para CCR5 y tambien un potente supresor del HIV-1) se asocia a 
un incremento en la susceptibilidad al HIV/SIDA. 

2. 1. Celulas que participan en la inmunidad innata 

En la figura 2B se indican algunas de las celulas de la inmunidad 
innata. Si bien tambien participan los polimorfonucleares neutro- 
filos, eosinofilos y basofilos, los macrofagos y las celulas endo- 
teliales, se hara especial enfasis en la participation de las celulas 
dendrlticas y las NK por su rol decisivo en la inmunidad antiviral. 
Los mecanismos de action puestos en ejecucion por las celulas 
polimorfonucleares y macrofagos, as! como el rol de las endotelia- 
les se describen en libros de texto de Inmunologia, y exceden los 
objetivos de este capitulo. 

2.1.1. Celulas dendrlticas: su rol como "puente" 

entre la respuesta inmune antiviral innata y la adaptativa 

Las CD corresponden a una poblacion heterogenea celular que 
desempenan un papel preponderante durante la transition de la 
respuesta inmune antiviral innata a la adaptativa, a traves de la se- 
cretion de citoquinas inmunomoduladoras y como celulas presen- 
tadoras de antigenos requeridas para la activacion y proliferation 
de celulas T. A diferencia de los macrofagos y linfocitos B (LB) 
-las otras celulas presentadoras de antigenos profesionales, las CD 
son las unicas que pueden activar LT virgenes, induciendo una 
respuesta inmune primaria (Tabla 7.2). Ademas, las CD se en- 
cuentran en sitios dentro del organismo donde los virus inician su 
multiplication antes de diseminarse a otros organos blancos de la 
infeccion, por lo que sensan senales del medio ambiente indicati- 
vas de su presencia. 

Subpoblaciones de celulas dendrlticas. Desde el punto de 
vista funcional, las CD se clasifican en dos estadios: inmaduras 
o maduras. La CD inmaduras se especializan en la captation de 
antigenos en tejidos perifericos y en sensar eventos de inflamacion 
/ infeccion madurando hacia diferentes perfiles. Las CD maduras 


Tipo celular 

CMH-II 

Moleculas 

coestimulatorias 

Funcion como celula 
presentadora de antigeno 

Celula dendritica 
(CD) 

Constitutiva 
tfen CD maduras 

Constitutiva (baja) 
tt en CD maduras 

Activacion de LT virgenes e inicio de R.l. 
Activacion de LT efectores y de memoria 
Induction de la R.l. secundaria 

Macrofago 

(M<r>) 

Constitutiva (baja) 

| en MO activados 

Constitutiva 
(muy baja) 
t en MO activados 

Activacion de LT efectores y de memoria 
Induction de la R.l. secundaria 

Linfocito B 
(LB) 

Constitutiva (baja) 
f en LB activados 

Constitutiva (baja) 
t en LB activados 

Activacion de LT efectores y de memoria 
Induction de la R.l. secundaria 


Tabla 7.2. Comparacion entre diferentes celulas presentadoras de antigeno profesionales. R.I.: Respuesta inmune. 
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Caracteristica 

CD inmaduras 

CD maduras 

Ubicacion 

Tejidos perifericos 

Organos linfaticos secundarios 

Capacidad endocltica 

++ + 

+ 

Capacidad de procesamiento de 
antlgenos 

++ + 

+ 

Moleculas coestimulatorias y CMH-I y II 

+ 

+ + + 

Capacidad de presentar antlgenos a 

LT virgenes 

+ 

+ + + 

Expresion de CCR7 + 

+ 

+++ 


Tabla 7.3. Diferencias entre celulas dendriticas maduras e inmaduras. *La mayor expresion de CCR7 en las CD maduras se asocia a 
la capacidad de las mismas de interactuar con los ligandos CCL1 9 y CCL21 , direccionando asi a esta poblacion celular hacia las celulas 
endoteliales linfaticas y las HEV ( High Endothelial Venules, venulas del endotelio alto) de las zonas T de los organos linfaticos secundarios. 


) Corpus 
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Figura 7.3. Reconocimiento de la infeccion viral por celulas dendriticas (CD). 1) Las celulas (por ejemplo fibroblasticas) infectadas 
con virus liberan al medio motivos DNA bicatenario conteniendo motivos CpG y RNA monocatenario (RNAsc) que son reconocidos por 
receptores TLR-9 y TLR-7, respectivamente, expresados en los endosomas de las CD plasmocitoides (CDp). Estas celulas producen princi- 
palmente IFN-a, y tambien IFN-(3 e IL-12. 2) Otras celulas infectadas con virus pueden liberar RNAdc, que es reconocido porTLR-3, lo que 
puede estimular la liberacion de IFN-p e IFN-a, junto a IL-12. La expresion de TLR-3 varia con la estirpe celular, ya que se la ha observado 
en la superficie de fibroblastos y en vesiculas intracelulares (endosomas) de CDm. 3) La protelna RIG-1 ( Retinoic acid Inducible Gene-1 ; 
una protelna miembro de la familia de las helicasas, o RLH [Rig-1 Like Helicases]) al igual que su analoga Mda5 ( Melanoma differentiation 
antigen 5) pueden sensar la presencia de RNAdc cuando el mismo se encuentra en el citosol. La protelna adaptadora IPS-1 (Interferon /3 
Promoter Stimulator-1) tambien denominada MAVS (Mitochondrial Anti-Viral Signalling), VISA o CARDIF media los efectos de RIG-1 en la 
activacion del IFN-p, a la vez que mediante un dominio de transmembrana se localiza en mitocondria, con lo que esta organela parecerla 
tambien participar de la respuesta innata. Se ha postulado la existencia de otro sensor citosolico para DNA, aim no identificado. 4) Las NK 
a traves de receptores TLR-3 y TLR-9 reconocen la infeccion ejerciendo el efecto citotoxico sobre aquellas celulas infectadas que expresan 
moleculas del CMH-I disminuidas en su superficie. 5) Las celulas fibroblasticas infectadas pueden sensar dicho evento utilizando recepto- 
res presentes en su superficie celular como TLR-3 o en el citosol, como RIG-1, lo que induce la produccion de IFN-a/p y otras citoquinas 
que estimulan la actividad de las CDm. 


exhiben la capacidad unica de activar linfocitos T virgenes o naive 
(Tabla 7.3). 

A su vez, las CD se clasifican segun su morfologla, ontogenia y 
marcadores de superficie en CD plasmocitoides (CDp) y mieloides 
(CDm) o "convencionales". Estas ultimas incluyen a las celulas 
epidermicas de Langerhans (en homenaje a Paul Langerhans quien 
describio por vez primera en 1868 las celulas dendriticas de la epi- 
dermis), y a las dermicas y las intersticiales. Mientras las celulas 
dendriticas mieloides inmaduras (CD1 lc + , CD123 baJo ) residen en la 
piel y mucosas, las plasmocitoides inmaduras (CDllc‘, CD123 all °) 
lo hacen en la circulacion y en los organos linfaticos secundarios. 
Estas ultimas no pueden activar linfocitos T virgenes. La expresion 
intracelular de los receptores TLR-9 y TLR-7 (vease mas adelante) 


en las celulas plasmocitoides, les permite reconocer tanto el DNA 
viral como el RNA viral monocatenario. Estas celulas desempenan 
un papel central en la produccion de IFN tipo I, que alcanza nive- 
les 100 a 1000 veces superiores a los de otras celulas nucleadas 
del organismo, por lo cual cumplen un rol decisivo en la respuesta 
antiviral ante una infeccion aguda. 

Reconocimiento de la infeccion viral por las CD. Estas 
celulas son capaces de detectar a los virus a traves de los TLR 
( Toll Like Receptors, los receptores tipo Toll o Toll-slmil) y de 
otros receptores (Figura 7.3), procesar y presentar los antlgenos 
virales en el contexto de las moleculas CMF1 de clase II a las 
celulas T, las cuales -a su vez- promoveran la respuesta inmune 
adaptativa. 
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Figura 7.4. Vias de senalizacion intracelular a traves de los receptores TLR, a nivel de la membrana citoplasmatica (TLR-2 y TLR-4) 
y en el intracelular (endosoma o RE). Observese el papel de la molecula adaptadora MyD88 en las vias de senalizacion de todos ellos, 
excepto con TLR-3, que lo hace exclusivamente a traves de la molecula TRIF. A traves de sucesivos eventos de fosforilacion iniciados por 
las quinasas IRAK- 1 / -2 y TBK-1, los factores transcripcionales NFkB e IRF ( Interferon Regulatory Factor) -3, -5 y -7 son translocados al 
nucleo, donde inducen la expresion de citoquinas proinflamatorias e IFN de tipo I. La interaccion entre patrones moleculares asociados a 
patogenos (PAMP) con el receptor TLR-2 promueve la activacion de linfocitos Th2. Por el contrario, la interaccion entre dichos PAMP con 
TLR-4, TLR-7/-8, TLR-9 y TLR-3 se asocia al desarrollo de una respuesta Thl . En ciertas ocasiones, el TLR-4 puede tambien promover una 
respuesta mediada por IL-6 que conduce a la activacion de Treg. 



Figura 7.5. Reconocimiento de la infeccion viral por celulas NK y linfocitos T citotoxicos (CTL) CD8*. Celulas permisivas a la infec- 
cion viral, son atacadas por un virus determinado. Como resultado inicial de la infeccion, disminuye la expresion de moleculas de histocom- 
patibilidad de clase I en la superficie celular. Esto torna a las celulas infectadas, inicialmente pasibles de la actividad citotoxica de las NK. 
La celula infectada promueve la liberacion de IFN que estimula a las NK y promueve la expresion de moleculas del CMH-I en las celulas 
infectadas. Elio constituye una serial inhibitoria para las NK, y estimulatoria para los CTL que reconocen peptidos virales en el contexto de 
dichas moleculas. La eliminacion viral se produce mediante mecanismos liticos (Fas/Fas-L; perforina-granzima B) o de inhibition no litica 
de la replication viral, mediada por citoquinas (IFN-y y TNF-a). 


El termino Toll fue introducido por C. Niisslein-Volhard y E. 
Wieschaus al descubrir una mutante letal que afectaba el desarrollo 
embrionario de la mosca blanca de la fruta Drosophila melano- 
gaster. Cuando Wieschaus mostro el perfil de la cutlcula de los 
embriones infertiles a Niisslein-Volhard, este exclamo "jToll!" que 
en el idioma aleman significa jFantdstico! . Subsiguientemente, se 
demostro que la molecula Toll era crucial en el desarrollo de inmu- 
nidad anti-fungica. En los mamlferos, se ha reconocido la existen- 
cia de una familia de protelnas similares a Toll, los receptores tipo 
Toll o Toll-slmil. Estos receptores estan presentes en las celulas de 
la respuesta innata asf como en celulas endoteliales, epiteliales y 
fibroblastos. 


Los TLR son una clase de receptores de reconocimiento de 
patrones (RRP) descriptos recientemente. Integran una familia de 
receptores -tanto extra como intracelulares- que es responsable del 
reconocimiento de agentes infecciosos permitiendo la iniciacion de 
la respuesta inmune, primariamente innata y luego adaptativa (Fi- 
gura 7.4). 

Si bien todas las celulas del organismo pueden producir y se- 
cretar IFN-a / -(I luego de una correcta estimulacion, las CD luego 
de la estimulacion viral son las mayores productoras de IFN. Las 
CDp y las CDm difieren en su habilidad para reconocer diferen- 
cias asociadas con los patrones moleculares asociados a patogenos 
o PAMPs ( Pathogen-Associated Molecular Patterns) a traves de 


Capi'tulo 7 / Mecanismos de defensa del hospedador frente a las infecciones virales 


141 



Figura 7.6. Senales requeridas para la activacion de un linfocito T. En la sinapsis inmune entre una celula presentadora de antigeno 
(CPA) y un linfocito T, se requieren tres senales para activar a este ultimo. La serial 1, consiste en la presentation del peptido antigenico 
en el contexto de moleculas del CMH-I de la CPA. Una segunda serial de activacion es provista por la celula presentadora a traves de la 
interaction entre las moleculas coestimulatorias CD80 / CD86 con CD28. (Si la interaction se produce con CTLA-4 [Cytotoxic T Lymphocyte 
Antigen -4], la serial es inhibitoria). La serial 3 es provista por las citoquinas liberadas que interactuan con los receptores presentes en el 
linfocito T. 


diversos TLR presentes en la superficie de las CD. Por ejemplo, 
las CDp expresan TLR-9 que reconoce DNA bacteriano y viral; 
mientras que las CDm expresan TLR-4 que responde a los LPS, 
pero no al DNA microbiano. De aquf que la respuesta innata no 
deba considerarse verdaderamente inespeclfica. 

Al menos 11 TLR estan codificados en el genoma humano, 
cada uno de los cuales es capaz de detectar a un PAMP especifico, 
pero solo diversos TLR han sido asociados a la induction de la 
sfntesis de IFN-a /-(3. Entre ellos se pueden mencionar a TLR-3, -4, 
-8 y -9. TLR-3 esta involucrado en el reconocimiento de RNAdc 
extracelular, es por esto que este TLR no esta asociado a la detec- 
cion de virus intracelular. TLR-4 detecta PAMP en proteinas, tal 
como se describio para la proteina F del virus sincicial respiratorio 
y la proteina Env del virus del tumor mamario murino (MMTV). 
A su vez, los TLR-8 y -9 han sido recientemente descriptos como 
moleculas asociadas a endosomas; mientras que el primero detec- 
ta RNAsc, el segundo es activado por DNAdc no metilado (CpG 
DNA). 

Luego del reconocimiento de un PAMP por un TLR especifico, 
la portion intracelular del receptor (denominada TIR) interactua con 
diversas moleculas adaptadoras tales como MyD88 (Myeloid Diffe- 
rentiation factor 88), TIRAP ( Toll-Interleukin 1 Receptor domain- 
containing Adaptor Protein), TRIF/TICAM (TIR domain-Containing 
Adaptor Molecules) o TRAM (TRIF Related Adaptor Molecules). 
Estas moleculas adaptadoras -a su vez- interactuan con IRAK (IL-1 
Receptor-Associated Kinase) para transducir la serial que va a culmi- 
nar con la fosforilacion del inhibidor de NFkB (IkB) y la consiguiente 
translocation dc NFkB al nucleo para estimular la transcription de las 
citoquinas proinflamatorias y de IFN-a / -|L Se ha descripto tambien, 
que la expresion de IFN-P puede ocurrir a traves de TLR-3 y TLR-4, 
por una via independiente de MyD88 (Figura 7.4). 

Como se leera mas adelante, la secretion de IFN no es sola- 
mente esencial para establecer una adecuada respuesta inmune 
antiviral innata, sino que es igualmente crucial para disparar la 
subsiguiente respuesta inmune adaptativa. La expresion de IFN-P 
y y es tambien de vital importancia para la maduracion de las CD 
y la subsiguiente expresion de los genes estimulados por IFN, co- 
nocidos como ISG (Interferon Stimulated Genes). La maduracion 


de estas celulas esta caracterizada por la production de citoqui- 
nas pro-inflamatorias tales como IL-1 2 y TNF-a (Tumor necrosis 
factor-a), y la regulation positiva de moleculas co-estimuladoras 
(CD40, CD80 y CD86). IL-1 2, -a su vez- promueve la differentia- 
tion de LT hacia el perfil Thl, seguida de la secretion de IFN-y. En 
este proceso de promotion de la respuesta Thl tambien participan 
la IL-1 8, la IL-23 y la IL-27. 

Interaccion de las CD con otras celulas. Las celulas dendrfti- 
cas tienen un "dialogo cruzado" con celulas de la inmunidad innata 
(por ejemplo, NK, NKT y LT y6) y adaptativa (LT y LB). A con- 
tinuation, se describiran algunos aspectos de las interaccines con 
celulas NK y LT. 

Interaccion con las celulas NK. Ante la captura de un anti- 
geno (lo cual puede ocurrir mediante endocitosis o macropinocito- 
sis), las CD maduras liberan IL-12, IL-15 e IL-18 activando a 
las NK y promoviendo mediante contactos receptor-ligando su 
maduracion (CD56 bright [del ingles, brillante] a CD56 dim [del ingles, 
debil]) A su vez, las NK secretan TNF-a e IFN-y, lo cual pro- 
mueve la maduracion de las CD, y destruyen a las CD inmadu- 
ras (mediante el reconocimiento a traves de su receptor NKp30). 
Este dialogo intercelular es crucial para el devenir de la res- 
puesta inmune. Por una parte, a la funcion inicialmente conocida 
de las dendrfticas de activar LT naive, se le agrega la de hacerlo 
tambien con las NK. Por otra, estas celulas definen el perfil de CD 
que migrara a los organos linfaticos secundarios, donde dichas CD 
podran iniciar la respuesta adaptativa al presentar los antigenos a 
los LT naive (CD maduras), o bien promover efectos tolerogenicos 
(CD inmaduras no eliminadas por las NK). Las celulas NK consti- 
tuyen un pilar esencial de la respuesta inmune innata. Segun las 
definiera Karre metaforicamente en 1997, estas celulas "reconocen 
al submarino extrano" que podria significar la presencia de un pa- 
togeno dentro de una celula (asi como tambien el advenimiento 
de una celula tumoral). Es decir, son capaces de reconocer -por 
ejemplo- la presencia de un virus en una celula sin necesidad de 
esas senales en superficie (los peptidos presentados en el contexto 
de CMH-I o II) propios de la respuesta adaptativa mediada por los 
LT. En lugar de tener que reconocer una constelacion de peptidos 
diferentes provenientes de un numero incontable de patogenos, la 
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Figura 7.7. Subpoblaciones de linfocitos T CD4*. Los linfocitos T (LT) CD4 + naive interactuan con las celulas dendriticas (CD). Luego de 
recibir las senales de activacion 1 y 2 indicadas en la figura 7.6, y dependiendo del ambiente de citoquinas local (serial 3) se producira la 
diferenciacion hacia los linajes Thl , Th2, Treg o Th17. Se indica el origen principal de dichas citoquinas en letra cursiva, entre parentesis. Los 
factores transcripcionales decisivos para la diferenciacion de cada linaje se indican al pie de cada subpoblacion de LT. Las supoblaciones 
Thl expresan el receptor para IL-12 (IL-1 2r) y las Thl 7 el receptor para IL-23 (IL-23r). Las palabras subrayadas enfatizan un rol preeminente. 


senal a detectar consiste en la diminution o ausencia de mole- 
culas del CMH-I en la superficie celular (ligandos de receptores 
inhibitorios de las NK), irrespectivamente del patogeno involucra- 
do. (Figura 7.5). Asimismo, los virus pueden promover los efectos 
citotoxicos de las NK mediante la expresion de ligandos para los 
receptores activadores de las mismas. En general, esta respuesta 
de las NK ocurre tempranamente durante la infection viral, lo cual 
significa un obvio beneficio para el hospedador, mientras se forja 
la respuesta adaptativa. 

Las celulas NK comprenden -segun la expresion de molecu- 
las de superficie- las subpoblaciones en NK CD56 dim CD16 bright y 
NK CD56 br ‘ 8ht CD16 dlm , las que contribuyen -respectivamente- en 
una proportion 9:1 a la poblacion de NK circulantes en sangre pe- 
riferica. La primera subpoblacion corresponde a la que promue- 
ve eventos citotoxicos mediados por perforinas y por el sistema 
FasL-Fas (moleculas expresadas -respectivamente- en las NK y 
en las celulas bianco) que conduce a la apoptosis, mientras que la 
segunda estirpe es responsable de la secretion de citoquinas re- 
gulatorias, fundamentalmente IFN-y. Ambas subpoblaciones estan 
involucradas crucialmente en la respuesta inmune antiviral. Por 
todo lo expuesto, se acepta que las celulas NK cumplen un rol 
decisivo en la respuesta innata, y modulan el inicio de la res- 
puesta adaptativa. 

Interaction con los LT. Las CD son las responsables de de- 
finir tres aspectos cruciales de la respuesta de los LT: si deben o 
no responder, como responder y donde hacerlo. Para ello las CD 
disponen de un sistema sustentado en al menos tres (y para algu- 
nos autores, probablemente cuatro) senales: 1) interaction entre el 
TCR y las moleculas del CMH; 2) interaction entre las moleculas 
coestimulatorias CD80, CD86 y el ligando especifico CD28 de los 
LT; y 3) activacion de las subpoblaciones Thl, Th2, Treg o Thl7 
(Figura 7.6). 

Una vez que la CD reconoce la presencia de un PAMP determi- 
nado a traves de un TLR especifico, la senal recibida produce una 
impronta en dicha celula. Dependiendo del PAMP reconocido, las 
CD produciran senales diferenciales que interactuaran con distintas 
poblaciones linfoideas. 

Las CD mieloides inmaduras distribuidas en los tejidos peri- 
fericos reconocen la presencia de patogenos antigenicos mediante 
fagocitosis, macropinocitosis y a traves de la expresion de lectinas 


"tipo C" y de receptores para Fc (s y y). Las CD llegan hasta los 
sitios de la inflamacion dado que expresan receptores para qui- 
mioquinas inflamatorias tales como CCR1, CCR2, CCR4, CCR5, 
CCR6, CXCR1 y CXCR2 que guian a las celulas hacia los sitios 
donde estan presentes sus ligandos (IL-8, MCP-1, RANTES, entre 
otros). Una vez alb, -y ante estimulos diversos que incluyen princi- 
palmente al reconocimiento de PAMP por los TLR- las CD dismi- 
nuyen la expresion de los receptores mencionados y comienzan el 
proceso de maduracion incrementando la del receptor CCR7, para 
el que existen dos ligandos. Uno es la quimioquina de los organos 
linfaticos secundarios SLC ( Secondary Lymphoid Chemokine) / 
CCL21 y el otro, el ligando de una quimioquina inducida por el 
virus Epstein-Barr ( Epstein Barr virus-induced molecule 1 Ligand 
Chemokine; ELC /CCL19), producida por las CD en las areas T- 
dependientes de los ganglios regionales. 

Segun el TLR involucrado en el reconocimiento del PAMP, 
se produciran diversas citoquinas, las que promoveran una ma- 
duracion de CD de diferentes perfiles. Subsiguientemente, como 
resultado del dano histico inflamatorio (por infection o necrosis), 
las CDm que expresan CCR7 migran desde la region inflamato- 
ria a traves del vaso linfatico aferente hacia la region paracortical 
T-dependiente de los ganglios linfaticos regionales, atraidas por 
CD maduras residentes que producen ELC / CCL19 y que atraen 
tambien a LT virgenes o recien activados. Se produce entonces un 
mayor nivel de moleculas CMH-II, de las coestimulatorias CD40, 
CD80 (B7.1) y CD86 (B7.2), asi como de diversas moleculas de 
adhesion. Merced a la actividad aumentada de NFkB, se incremen- 
ta la production de ciertas citoquinas (IL-12. TNF-a, IL-1), oxido 
nftrico sintetasa inducible, y diversas quimioquinas. La madura- 
cion de las CD puede ocurrir tambien como respuesta a citoquinas 
y otros mediadores producidos por leucocitos presentes en el sitio 
de la infection o por celulas residentes, tales como IL-1 a, IL-ip, 
TNF-a, IFN tipo I, o PgE2, asi como por contacto con otras celulas 
de la respuesta innata (por ejemplo, NK, NKT o LT y8). En el gan- 
glio linfatico la maduracion de la CD es completa solo al producir- 
se la interaction con los LT. Los LT CD4 + y los LT CD8 + utilizan 
diferentes mecanismos que incluyen: 1) interacciones entre CD40 
(en la CD) / CD40L (en el LT CD4 + activado); 2) interacciones 
entre Fas (en la CD) y FasL (en el LT CD4 + activado); y 3) la se- 
cretion de IFN-y y TNF-a producidos por LT CD8 + activado. Los 
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Figura 7.8. Subpoblaciones de celulas NK en sangre periferica 
humana, segun la expresion relativa de CD16 y CD56. Linfo- 
mononucleares de sangre periferica fueron tenidos con anticuer- 
pos monoclonales anti-CD3, anti-CD14, anti-CD16, anti-CD19, y 
anti-CD56 conjugados con cinco fluorocromos diferentes. Se se- 
lecciono la poblacion CD3 y CD19 (celulas NK) para visualizar la 
expresion de CD56 versus CD16. 1: CD56“ 9bt CD 1 6 ; 2: CD56 bri9bt 
CD16 dim ; 3: CD56 dim CD16 ; 4: CD56 dim CD16 + ; 5: CD56 CD16 + . 
Fuente: Poli A et at; Immunology 126, 456-465, 2009. Reproducido 
con autorizacion. 


linfocitos T activados secretan tambien una citoquina de la super- 
familia TNF denominada RANKL (Receptor Activator of NFkB 
Ligand; tambien designada CD254 o TRANCE) que contribuye a 
la maduracion de las CD y prolonga la sobrevida de estas, al per- 
mitir una interaction mas prolongada con los LT. La expresion del 
peptido (por ejemplo, viral) en el contexto espacial de moleculas 
CMH-II promueve una significativa proliferation de LT ayudado- 
res (LT helper), cuyo perfil Thl, Th2, Thl7 o Treg dependera de 
la produccion y combination de ciertas citoquinas en el microam- 
biente celular (por ejemplo, IL- 12, IL-4, IL-23, IL-6, TGF-P e 
IFN-y, entre otras; Figura 7.7). El perfil Thl es imprescindible para 
la defensa antiviral contra la mayorfa -aunque no todas- las infec- 
ciones virales del hospedador. 

Las CD tambien activan LT CD8 + mediante la presentation de 
peptidos (por ejemplo, virales) en el contexto de moleculas CMH- 
I, lo cual promueve la generation de un numero significativo de 
celulas citotoxicas. Si bien es innecesaria la senalizacion a traves 
de CD40, los LT CD4 + participan de esta activacion, probablemen- 
te mediante otras senales, como las mediadas por algun miembro 
de la superfamilia de TNF. 

En ausencia de inflamacion, una pequeiia proportion de las 
CD tambien migra desde los tejidos perifericos hacia los ganglios 
linfaticos regionales (migration basal), habiendose sugerido que 
dichas celulas son responsables de inducir un efecto tolerogenico. 
Recientemente, se han dilucidado las bases de su funcionamiento, 
el que esta mediado por la galectina-1, con produccion de IL-27 
por las CD, la que -a su vez- induce la sintesis de IL-10 por linfo- 
citos T (vease el item 4). 

Las CDp migran desde la circulation sangumea atravesando 
las venulas del endotelio alto hacia las areas T de los organos lin- 
faticos secundarios, al tejido linfatico asociado a las mucosas y a 
la zona marginal esplenica. Para lograrlo, expresan L-selectina y 
CCR7, lo que les permite interactuar con los ligandos de L-selecti- 
na expresados en las venulas mencionadas, y con ELC / CCL19 y 
SLC / CCL21 expresados por las celulas estromales de las areas T- 
dependientes de los organos linfaticos secundarios. La maduracion 


de las CDp acontece merced a la actividad autocrina del TNF-a y 
del IFN-y producidos por ellas mismas, asi como a los niveles de 
IL-3 producidos por eosinofilos, basofilos y mastocitos ante infec- 
ciones parasitarias. La primera via de maduracion, promueve la 
sintesis de mas IFN-y y consiguientemente, la diferenciacion de 
LT CD4 + hacia el perfil Thl. En contraposition, la sintesis de IL-3 
promueve la produccion de IL-4, IL-5 e IL-10 que induce la dife- 
renciacion de LT CD4 + hacia el perfil Th2. Esta option biologica y 
la subsiguiente "decision" celular tiene crfticas implicancias en la 
respuesta inmune antiviral. 

2.1.2. Celulas NK. Esta poblacion celular constituye una muy 
importante barrera para limitar las infecciones virales. Representan- 
do aproximadamente un 20% de los linfocitos, estas celulas granu- 
losas participan tanto de la respuesta innata como en la inmu- 
norregulacion de la respuesta adaptativa (Figura 7.2). Al igual 
que las CD, deben ejercer muchas veces su labor en un solitario 
ambiente de celulas aun no infectadas. Sin embargo, a diferencia de 
aquellas, el mecanismo de reconocimiento es totalmente diferente. 
Cuentan para ello con la expresion de al menos dos tipos de recep- 
tores que detectan las celulas infectadas (y tambien las tumorales): 
los receptores de activacion KAR ( Killer cell Activating Receptor) y 
los receptores de inactivation KIR (Killer cell Immunoglobulin-like 
Receptor) e ILT-2 ( Immunoglobulin Like Transcript 2). Mediante 
los receptores de activacion, las NK son capaces de reconocer so- 
bre las celulas infectadas la expresion de componentes virales, tales 
como las glicoproteinas ancladas en la membrana citoplasmatica de 
aquellos virus que brotan desde la celula al medio extracelular. Me- 
diante los receptores KIR e ILT-2, las NK evitan su activacion al 
reconocer sobre la superficie de las celulas infectadas la expresion 
de moleculas CMH-I. La transduction de senales generada por la via 
de inactivation al reconocer la expresion de moleculas del CMH-I 
bloquea la respuesta a los receptores de activacion. 

Habitualmente, las infecciones virales se asocian a una dismi- 
nucion de la expresion de moleculas CMH-I, lo que permite a las 
celulas NK -al detectar la perdida de la "serial de lo propio"- in- 
ferir que esa celula se comporta "extranamente". El resultado es 
la activacion de una cascada de senales que culminan con la li- 
beration de perforinas y granzimas, que promoveran la apoptosis 
de la celula diana mediante la activacion de caspasas. Asimismo, 
se produce una masiva secretion de citoquinas (principalmente 
IFN-y y TNF-a) que contribuye a la limitation de la infection vi- 
ral. Las NK pueden producir el efecto citotoxico, la secretion de 
citoquinas o ambos mecanismos. Estas funciones se asocian a la 
expresion fenotipica diferencial de los marcadores CD 16 (receptor 
de baja afinidad para la portion Fc de IgG) y CD56 (molecula de 
adhesion que media la adherencia homotipica). Existen al menos 
5 subpoblaciones (Figura 7.8): [1] CD56 bright CD16‘ , que consti- 
tuye el 50-70% de la poblacion CD56 brigbt ; [2] CD56 bright CD16 dir " 
que representa el restante 30-50% de dicha poblacion; [3] CD56 d ™ 
CD 16' ; [4] CD56 dim CD16 brigbt ; y [5] CD56' CD16 brigbt . La subpo- 
blacion CD56 bnght CD16 dlm promueve el efecto mediado por cito- 
quinas, mientras que la subpoblacion CD56 dlm CD16 bngbt se asocia 
a la citotoxicidad natural y a la que es dependiente de anticuerpos. 
Aproximadamente un 90% de las NK circulantes en sangre peri- 
ferica corresponden a estas ultimas, mientras que en los ganglios 
linfaticos prevalece la subpoblacion CD56 bnght CD16 dm ', ya que ex- 
presan el receptor CCR7 para las quimioquinas CCL19 y CCL21 
que promueven su atraccion hacia dichos organos. 

Las celulas NK pueden tambien reconocer un tipo especial de 
molecula de histocompatibilidad de clase I: las moleculas no clasi- 
cas HLA-E. Estas moleculas expresan en su superficie peptidos de 
las secuencias de senalizacion correspondientes a otras moleculas 
de histocompatibilidad. Sorprendentemente, agentes como el cito- 
megalovirus humano (HCMV) aumentan la expresion de HLA-E, 
lo cual logra "enganar" a las NK que reconocen un numero impor- 
tante de moleculas de histocompatibildad en la superficie celular, 
por lo que no se activan. Analogamente, HIV inhibe la expresion 
de HLA-A, HLA-B y HLA-C, pero no HLA-E, lo que contribuye a 
la evasion de dicho virus a la respuesta inmune. 
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Por otra parte, las NK participan de la respuesta adaptativa al 
reconocer mediante receptores para Fc la presencia de IgG especi- 
fica para los antlgenos virales reconocidos sobre superficies celu- 
lares. Esta interaccion IgG-NK deviene en un evento de citotoxici- 
dad (citotoxicidad celular anticuerpo-dependiente o ADCC, segun 
sus sigla en ingles). 

La respuesta inmune mediada por las celulas NK es especial- 
mente importante para el control de virus de la familia Herpesviri- 
dae (por ejemplo, varicela-zoster, herpes simplex, HCMV), ya que 
se ha documentado que en su ausencia dichas infecciones siguen 
un curso grave. 

2.1.3. Celulas NKT 

Estas celulas estan presentes en todos los organos linfoides, pero su 
concentration es mayor en la medula osea y el hfgado, constituyen- 
do en este ultimo organo aproximadamente el 30% de las celulas 
linfoideas (vease la figura 24.1.2). Poseen los receptores de las NK 
y de los LT. Se activan mediante la interaccion de su receptor T con 
glicolipidos (como la beta-glicosilceramida, un metabolito de las 
vias anabolica y catabolica de glicoesfingolipidos complejos) pre- 
sentados por CD Id (una molecula no polimorfica CMH-I simil), 
expresada por celulas presentadoras de antigeno como las CD, los 
macrofagos y los LB de la zona marginal. Su activation promueve 
senates madurativas a las CD, las NK y los linfocitos, por lo cual 
participa tanto en la respuesta innata como en la adaptativa. 
Una vez activadas, las NKT pueden secretar en minutos / horas 
IFN-y y TNF-a (promoviendo la diferenciacion hacia la respues- 
ta adaptativa Thl), o IL-4 e IL-13 (inductoras de la respuesta 
Th2). La paradoja de esta estirpe celular regulatoria es que pue- 
de tanto promover como suprimir la respuesta inmune. Las NKT 
incluyen tanto subpoblaciones CD4 + como CD4' . La subpoblacion 
CD4 + promueve respuestas Thl y Th2, mientras que las CD4 in- 
ducen principalmente respuestas Thl. La subpoblacion CD8 + se 
comporta como las doblemente negativas CD4' CD8' NKT, pro- 
duciendo aun menos IL-4 que estas ultimas. 

Otra subpoblacion de NKT exhibe el receptor para IL-25, 
importante para promover la respuesta Th2 (incluyendo la aler- 
gia y la hiperreactividad aerea). Esta subpoblacion celular (unica 
que posee tal receptor) es critica para la production de IL-4 e 
IL-13 (y escasa cuantia de IFN-y) y ha sido recientemente vincu- 
lada con el desencadenamiento de procesos asmaticos luego de la 
infection por virus sincicial respiratorio (RSV). Finalmente, otra 
subpoblacion de NKT es productora de la citoquina proinfla- 
matoria IL-17. Al igual que los LT CD4 + productores de dicha 
molecula, exhiben el factor transcripcional RORyt y el receptor 
para IL-23. 

De lo expuesto, se desprende que existen multiples subpo- 
blaciones funcionales de NKT: las mismas varian ampliamente 
entre individuos, y pueden participar tanto de mecanismos de 
defensa como de lesion tisular. 

La mayorfa de las celulas NKT humanas expresan la cadena 
invariante a del TCR codificada por los genes Va24Jal8, y un nu- 
mero restringido pero no invariante de cadenas (1 de dicho TCR 
Estas NKT "invariantes" o clasicas, se conocen como NKT de tipo 
I. Las de tipo II, si bien son tambien restringidas por las CD Id, 
expresan un set mas amplio de cadenas a en su TCR y reconocen 
antlgenos hidrofobicos, incluyendo sulfatidos, lisofosfatidilcolina, 
y aun pequenas moleculas aromaticas no lipidicas. Existen otras 
subpoblaciones de NKT (agrupadas como las dos anteriores dentro 
de las denominadas NKT-simil) restringidas por diversas molecu- 
las CD1 (CDla, CDlb, CDlc), o por MR1 (como son las celulas 
MAIT ( Mucosal Associated Invariant T), cuya funcion recien co- 
mienza a dilucidarse. 

Habiendose descripto que diversos virus tales como HIV, her- 
pes simplex y HHV-8 (agente del sarcoma de Kaposi), han desa- 
rrollado estrategias para inhibir la adecuada expresion de CD Id en 
la superficie de las celulas infectadas, se ha inferido que las NKT 
podrfan desempenar un rol trascendente en la inmunidad antiviral. 
Si bien los virus no exhiben glicolipidos en su estructura, se ha 


demostrado que las NKT participan en la respuesta innata y en la 
regulation de la adaptativa. Las NKT invariantes (NKT-de tipo I) 
regulan la actividad de las NK, las celulas mieloide-derivadas su- 
presoras, las CDm y las CDp. 

Muchos pacientes que padecen una enfermedad linfoprolife- 
rativa ligada a X, exhiben mutaciones en la lrnea germinal de la 
proteina SAP ( Signaling lymphocyte activation molecule Associa- 
ted Protein o SLAM Adaptor Protein) y carecen de NKT de tpo I. 
Dado que dicha molecula tambien regula la actividad de las NK y 
de los LT convencionales, la susceptibilidad aumentada a la infec- 
tion por EBV no debe ser relacionada unicamente con el defecto 
de las primeras. Otros pacientes con enfermedad linfoproliferativa 
ligada a X, ostentan una mutation en la proteina XIAP ( X-linked 
Inhibitor of Apoptosis Protein ) la que se asocia a una diminu- 
tion selectiva del numero de NKT. Ante la infection por EBV, se 
produce tambien un aumento de la apoptosis de otras poblaciones 
linfoideas. En modo analogo, en el sindrome de Wiskott-Aldrich, 
existe una deficiencia de las NKT de tipo I, asociada a la mutation 
de la proteina WAS, la que afecta tanto al funcionamiento de la res- 
puesta innata como adaptativa. Este defecto torna a los pacientes 
especialmente susceptibles a las infecciones y al linfoma B asocia- 
do a EBV. 

Pacientes infectados con HIV exhiben dentro del primer ano 
despues de la seroconversion, una diminution selectiva de las 
NKT de tipo I. Estas celulas CD4 + son especialmente sensibles a 
las cepas con tropismo por el correceptor CCR5, ya que presentan 
un aumento de su expresion en la membrana plasmatica. La di- 
minution de las NKT pareceria producirse por una sobreexpresion 
del receptor Fas que las torna susceptibles a la apoptosis (vease el 
item 5). En la etapa cronica de la infection por HIV, el compromiso 
funcional de esta estirpe celular esta asociado a la sobre-expresion 
de la proteina pro-apoptotica PD-1 (Programmed Death-1). 

Las celulas NKT (junto a las NK) desempenan un papel rele- 
vante en la detection initial de la infection por HBV por la res- 
puesta innata, lo cual precede a la oportuna y eficaz subsiguiente 
respuesta adaptativa. En pacientes con hepatitis C cronica, las celu- 
las NKT activadas exhiben un aumento en la production de IL-13 
y cantidades equivalentes de IFN-y a las producidas en individuos 
nomiales, lo que indica su desviacion hacia un perfil de respuesta 
Th2. 

2.1.4. Linfocitos T y5. 

Su denomination tiene en cuenta que a diferencia de la mayorfa de 
los LT maduros que exhiben en su superficie un receptor T (TCR) 
constituido por un heterodlmero compuesto por cadenas proteicas 
alfa y beta (complejo ajl)- en estas poblacion CD3 + el TCR esta 
formado por cadenas gamma y delta (complejo y5). 

En la sangre periferica de individuos adultos sanos, los LT y8 
representan el 1-10% de los LT circulantes, mientras que esta pro- 
portion es mucho mayor en otras localizaciones anatomicas, como 
el epitelio de la piel o el intestino delgado. 

Al igual que el TCR a(3, las cadenas proteicas y y 5 son co- 
dificadas por genes sometidos a rearreglos durante la maduracion 
intratlmica de los LT, a partir de un conjunto de genes germinales 
(V, D, J y C). Sin embargo, y en contraste con las celulas T a(3, el 
repertorio de genes germinales Vy y VS disponibles es muy limi- 
tado. En humanos, solo hay 6 genes Vy expresados, cinco de los 
cuales (Vy2, 3, 4, 5, 8) pertenecen a la familia Vyl mientras que la 
familia Vyll contiene un unico miembro Vy9. El numero de genes 
VS disponibles es igualmente pequeno. No obstante, la diversidad 
combinatoria del repertorio de los TCR yS es tan grande como la 
del repertorio de los TCR ajl. 

En la sangre periferica de individuos sanos, existe un marcado 
predominio dentro de la poblacion de LT yS de celulas que expre- 
san Vy9 junto con VS2. En la mayorfa de los individuos, las celulas 
Vy9VS2 representan el 50-95% de los LT y8 en sangre periferica. 
En cambio, entre los LT yS del pulmon, la piel e intestino delga- 
do predominan aquellas celulas que expresan VS1 en combination 
con varios elementos Vy. 
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Los LT y8 son celulas de inmunovigilancia implicadas en el 
desarrollo de respuestas innatas en enfermedades infecciosas y 
tumores y en la iniciacion de repuestas inmunes adaptativas, 
que actuan durante la presentacion antigenica, el reclutamiento y 
la activacion celular, en procesos inflamatorios, y en la reparacion 
tisular. 

Con respecto a la selectividad y el modo de reconocimiento 
antigenico, los LT Vy9V52 parecen haber evolucionado para res- 
ponder a un conjunto unico de moleculas que no desencadenan 
respuesta en los LT a(3. Los LT y8 no reconocen (o raramente lo 
hacen) peptidos procesados por celulas presentadoras de antlgenos 
(CPA) a partir de complejos proteicos antigenicos, sino que detec- 
tan compuestos antigenicos no peptldicos de bajo peso molecular, 
tales como metabolitos fosforilados y antlgenos lipldicos. 

Mas aun, no requieren la presentacion de dichos ligandos por 
moleculas del CMH de clase I o II, lo que se correlaciona con la 
ausencia de expresion de CD4 o CD8 en la mayoria de los LT y8. 
La activacion de los LT Vy9VS2 mediada por el TCR requiere del 
reconocimiento de fosfoantlgenos. 

A1 igual que los LT a(3, dicha activacion es modulada tambien 
por senales coestimulatorias. Los LT Vy9VS2 expresan frecuente- 
mente NKG2D, miembro del grupo de los receptores de citotoxi- 
cidad natural que lleva una serial de activacion luego de su union 
especifica a los ligandos correspondientes, como MICA A/B o 
miembros de la familia de protelnas de union a UL16 (ULBP). 

Existen evidencias que indican que los LT y6 expresan tambien 
en su superficie varios tipos de receptores de tipo Toll , siendo los 
TLR- 1, -2 y -3 los mas abundantes, los cuales pueden reconocer 
el RNA viral y el RNAm endogeno liberado por celulas necroticas. 
La activacion de los LT yS puede ser potenciada directamente por 
ciertos ligandos de TLR desencadenando un efecto coestimulatorio 
directo como un aumento en la expresion de CD69 y secrecion de 
citoquinas como IFN-y. O bien, dicha activacion puede ocurrir indi- 
rectamente mediante la liberacion de IFN tipo I, como producto de la 
activacion de celulas dendrlticas por ligandos de TLR. 

Las respuestas inmunes desencadenadas por los LT yS 
comprenden tanto acciones citotoxicas y no citotoxicas. Los LT 
y8 activados despliegan una amplia actividad citotoxica utilizando 
tanto mecanismos dependientes de la via de Fas/FasL como la de 
perforinas/granzimas. Por lo tanto, los LT y8 pueden lisar una am- 
plia variedad de celulas tumorales, o bien, lisar macrofagos infec- 
tados y de esta manera, limitar la propagacion de microorganismos 
infecciosos. Las acciones no citotoxicas incluyen la produccion y 
liberacion de varias moleculas solubles, como citoquinas (IFN-y, 
TFN-a, IL-la, IL-4, IL-6, GM-CSF, etc.) y quimioquinas (MIP- 
1 a/(3, RANTES, SDF-1, MCP-2, etc.). Esta respuesta innata es 
seguida por respuestas inmunes adaptativas humorales y celulares 



Figura 7.9. Cinetica de la produccion de interferon ante una in- 
feccion viral. Clasico experimento donde se observa que la infec- 
tion experimental de ratones con virus influenza es limitada aun an- 
tes de la detection de anticuerpos especlficos. El interferon serico 
comienza a elevarse a las pocas horas de iniciada la infection, aim 
antes de que pueda detectarse el virus infeccioso en los pulmones 
del animal infectado como resultado del reconocimiento de patrones 
moleculares de patogenos. El titulo de virus comienza a descender 
coincidiendo con los elevados niveles de interferon. 


influenciadas por muchos de estos factores. Citoquinas pro-infla- 
matorias como IFN-y continuan suprimiendo el proceso infeccioso 
en organos vitales sin destruir celulas importantes y tambien pue- 
den estimular la potencia antiviral de los LT a(3 citotoxicos. Mas 
aun, se ha demostrado que ciertos LT y8 producen citoquinas como 
el factor de crecimiento de queratinocitos y factor de crecimiento 
de tejido conectivo (CTGF), atribuyendose a los LT y8 por lo tanto 
una funcion especializada en el control de la integridad epitelial, 
fribrinogenesis y reparacion de heridas. 

Merece destacarse la interaction continua existente entre 
los LT yS y las CD. Como fue mencionado anteriormente, las ce- 
lulas dendrlticas pueden activar mediante IFN de tipo I a los LT yS, 
al mismo tiempo que estos son capaces de sensar la presencia de 
patogenos e inducir la maduracion, activacion funcional, migra- 
tion y presentacion antigenica de las dendrlticas. 


Tipo 

IFN 

Receptor 

Funcion 

Celula productora 


12 a 20 a 
(dependiendo de 
la especie) 


Actividad antiviral 
Moduladorde la respuesta inmune 


1 

1 p 

IFNAR 

Toda celula nucleada 


1 T 


1 U) 





1 K 




II 

1 y 

IFNGR 

Modulador de la respuesta inmune 
Actividad antiviral 

NK 

NKT 

CD4 + (Thl) 

CD8 + (CTL) 

III 

1 a3A 

CRFII 

Actividad antiviral 
Moduladorde la respuesta inmune 

Celulas nucleadas 


Tabla 7.4. Principales caracterlsticas de los interferones correspondientes a los tipos I, II y III. 
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Figura 7.10. Eventos tempranos de la regulation transcripcional del Interferon-a / -p. Vease el texto. 


Los LT y8 activados producen grandes cantidades de IFN-y y 
TNF-a en respuesta a fosfoantlgenos. TNF-a estimula la expresion 
de FILA-DR, CD83 y CD86 en la superficie de las celulas dendri- 
ticas, facilitando su maduracion. Mientras tanto, el IFN-y tendrla 
un papel importante en la induction de IL-12 por parte de las CD, 
lo cual seria responsable de la production de IFN-y por los LT a[3. 

Mas aun, estudios recientes han sugerido que los LT y8 cum- 
plirlan funciones como CPA. Los LT Vy9V52 activados expresa- 
rian en su superficie moleculas normalmente asociadas a las CPA 
como las proteinas coestimulatorias CD80/CD86, el ligando de 
integrina CD54 y el receptor coestimulatorio CD40. De hecho, se 
ha demostrado, utilizando LT CD4 + como celulas respondedoras, 
que los LT y8 activados son formidables celulas procesadoras y 
presentadoras de antlgenos siendo muchas veces mas efectivos 
que los LT aP y monocitos. Mas aun, los LT y8 - CPA serian 
comparables a las celulas dendriticas maduras con respecto a su 
capacidad de incorporar y procesar antlgenos proteicos solubles, 
e inducir la proliferation de los LT CD4 + . De esta manera, los 
LT y8 constituirlan un nuevo nexo entre la inmunidad innata 
y adaptativa. 

Actividad antiviral de los LT yS. Los LT y8 desempenan una 
amplia actividad antiviral contra diferentes agentes como retro- 
virus, flavivirus, paramixovirus, ortomixovirus, picomavirus, co- 
ronavirus, rhabdovirus, arenavirus, herpesvirus, hepadnavirus, y 
ortopoxvirus. Dicha actividad desempenarla un rol defensivo cru- 
cial, especialmente considerando que por su numero relativamente 
grande (aproximadamente uno de cada 30 linfocitos de sangre peri- 
ferica en adultos es un LT Vy9V82) pueden responder rapidamente 
(tipicamente, no se requiere procesamiento antigenico para la ac- 
tivation irrestricta del CMH en los LT Vy9V82) y liberar factores 
antivirales solubles. 

Varios estudios sugieren una action antiviral potente de los 
LT Vy9V82 contra HIV. Esta action puede ser ejercida median- 
te mecanismos citotoxicos y no citotoxicos, como la liberation 
de (3-quimioquinas inhibitorias del HIV (CCL3 [MIP-la], CCL4 
[MIP1-P] y CCL5 [RANTES]), que bloquean los correceptores 


CCR5. La eficacia de la inhibition viral es comparable con la de 1 \j j 
los LT CDS'. 

Se ha descripto en la sangre periferica y mucosas de indivi- 
duos infectados con HIV, una expansion de los LT V81 a expen- 
sas de un descenso en los niveles de los LT Vy9V82. Estos incre- 
mentos de los LT V81 responderian a una activation cronica de 
dichas celulas o a un efecto inducido por cambios en los niveles 
de citoquinas que ocurren durante la progresion de la infection 
viral. Mas aun, la subpoblacion de LT V81 es capaz de lisar LT 
CD4 + no infectados, lo cual indicarfa que este incremento contri- 
buye directamente a la imnunopatogenesis asociada al HIV. Cabe 
destacar que la perdida de los LT Vy9V82 tambien seria un factor 
contribuyente en el establecimiento de la persistencia viral en la 
etapa SIDA mediante una reduction de los niveles de citoquinas 
de tipo I. Ademas, la proteina Tat codificada por el genoma del 
HIV interferirfa con la homeostasis de los LT yS, al competir con 
las quimioquinas por la union a receptores CXCR3 y CXCR4 
expresados por los LT y8. 

La expansion y activation de las subpoblaciones de los LT y8 ha 
sido observada en pacientes infectados con HCV. En estos casos, 
los LT y8 hepaticos exhiben niveles elevados de actividad cito- 
toxica contra diferentes blancos (inclusive hepatocitos primarios). 
Asimismo, los LT yS secretan TFN-a, IL-8 e IFN-y. Esta ultima es 
una citoquina clave en el reclutamiento y activation de LT cito- 
toxicos, celulas NK y macrofagos, y de mecanismos intracelulares 
que suprimen la replication viral sin ejercer un dano directo sobre 
la celula infectada. Durante la infection cronica, los LT V81 libe- 
rarlan citoquinas Thl contribuyendo a los procesos de inflamacion 
y necrosis hepatica. En comparacion con otros pacientes, los indi- 
viduos coinfectados con HIV y HCV muestran un numero aumen- 
tado de LT V81 perifericos e intrahepaticos, lo cual explicarla el 
mayor grado de inflamacion hepatica que se observa en estos. En 
conjunto, estos resultados sugerirlan que los LT V81 desempena- 
rian un papel en la patogenia hepatica asociada al HCV. En cambio, 

-y en forma analoga a lo que acontece con HIV- se ha observado 
una diminution de los LT Vy9V82, lo que contribuye al desarrollo 
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Figura 7.11. Eventos tardi'os de la regulacion transcripcional del Interferon-a / -p. Vease el texto. 


de una respuesta inmune celular debilitada y a la naturaleza persis- 
corpus tente de la infection por HCV. 

Editorial 

2.2. Factores solubles que participan en la inmunidad innata 
2.2.1. Interferones 

El estudio de los fluldos de cultivos celulares infectados con virus 
permitio a Isaacs y Lindenmann demostrar en 1957 la presencia de 
"una proteina" que protegia contra una amplia variedad de virus y 
que fue entonces designada con el nombre de Interferon. 

Hoy se sabe que los IFN son peptidos que promueven la activi- 
dad antiviral en celulas tratadas con los mismos. Los efectos antivi- 
rales de los IFN son inespecificos con respecto al agente inductor, 
ya que activan las celulas sobre las que actuan, contra todos los 
virus. La induction de esta activation es geneticamente restringi- 
da: a diferencia de las interleuquinas, los IFN solamente pueden ser 
activos en limitado grado sobre celulas de una especie diferente a 
la de las que originaron su slntesis. 

Los IFN constituyen el primer mecanismo defensivo contra la 
infection viral que opera en el hospedador. Su action comienza al 
cabo de pocas horas de iniciada la infection. Los IFN participan 
significativamente en la limitation de las infecciones virales, lo 
cual contribuye a la ocurrencia de un gran numero de infecciones 
subclinicas. 

Clasicos estudios experimentales realizados en ratones en los 
anos 60 del siglo XX, demostraron que los titulos maximos de vi- 
rus influenza alcanzados en el pulmon decrecian ante el aumento 
del tltulo de interferon en una infection primaria, aun antes que 
se detectara la slntesis de anticuerpos neutral izantes especificos 
contra la hemaglutinina de envoltura. Es decir, en este caso la eli- 
mination viral ocurria antes de transcurrida una semana, previo al 
momenta de la seroconversion (Figura 7.9). 

Durante las infecciones virales, los IFN participan en nu- 
merosas interacciones inmunes como inductores, reguladores y 
efectores. ya sea de mecanismos antivirales correspondientes a 
la respuesta innata como a la adaptativa (Figura 7.2B) 

Teniendo en cuenta la naturaleza de los receptores que los 
reconocen as! como su homologia aminoacidica, los IFN consti- 


tuyen una familia de proteinas que ha sido subdividida en tipo I 
(comprende los IFN-a y -(3), tipo II o inmune (IFN-y) y una nueva 
familia de IFN (IFN-7.). Los IFN de tipo I abarcan una variedad de 
genes de tipo a (14 - 20 segun la especie), un unico gen de tipo 
(3, y los menos estudiados IFN-k (kappa), -x (tau) y -to (omega). 
Los IFN-7. han sido reconocidos recientemente y comprenden las 
inicialmente denominadas interleuquinas 28 y 29. En este capitulo 
solo se desarrollaran aquellos aspectos salientes vinculados con los 
IFN-a, -(3, -y y -at. 

Se describiran a continuation los mecanismos de regulacion de 
la production de interferones, las celulas que los producen y el rol 
que aquellos cumplen en las infecciones virales 

Esta familia de citoquinas comprende a los IFN de tipo I (a, (3, 
x, co, y k), de tipo II (y) y los de tipo III (7.) (Tabla 7.4). Mientras 
que los IFN de tipo I ejercen sus efectos biologicos a traves de un 
receptor comun (IFNAR), los del segundo tipo lo hacen a traves 
de uno especifico (IFNGR). La nueva familia de IFN-7, esta com- 
puesta por 3 miembros: IFN-7.1 (o IL-29), IFN-A.2/3 (o IL-28A/B). 
Estos IFN actuan a traves de un receptor heterodimerico (CRFII: 
Class II cytokine Receptor Family) que comprende la cadena a del 
receptor para IL-28 (IL-28Ra) -la cual es especifica para este tipo 
de IFN- y la cadena (3 del receptor para IL-10 (IL-10Rj3). 

Interferones de tipo I. Induction del IFN-a / -// 

Los IFN-a y -(3 son los primeros en producirse ante una infection 
viral. La activation de la expresion de IFN-a / -(3 puede ocurrir 
como consecuencia de la detection celular de: 

a. determinantes virales presentes en el virion que interactuan con 
receptores extracelulares o del compartimiento endosomico; 

b. factores virales liberados al citoplasma luego de la infection o 
producidos en alguna etapa del ciclo de replication viral, que 
se unen a receptores intracelulares; y 

c. factores virales transportados / liberados desde el citoplasma 
que interaccionan con receptores extracelulares. 

Como se puede observar en los casos "b" y "c" es necesario 
que la celula se infecte para que se produzca la induction de la 
slntesis de IFN-a / -|3, mientras que en el primer caso este evento es 
innecesario. En este ultimo ejemplo, factores virales extracelulares 
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Figura 7.12. Induccion de Interferon y. Vease el texto. 



Figura 7.13. Vias de senalizacion de los interferones tipo I, II, y III. Vease el texto. 
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ISG 

Funcion 

Mx 

GTPasa: inhibe la replication de ciertos virus con genoma a RNA 

2’-5’ OAS/RNAsa L 

Enzimas: 

a) 2’-5’ OAS estimula a RNAsa L 

b) RNAsa L degrada RNAs virales y celulares 

PKR 

Serina-treonina proteina-quinasa: 

a) fosforila elF2a e impide la traduccion de RNAm virales y celulares 

b) promueve la apoptosis 

ISG 15 

Ubiquitina-simil. Permite la degradation de las proteinas por el proteasoma 

ISG 20 

3’-5’exonucleasa: degrada especificamente RNAsc 

P56 

Une a la subunidad 3e del elF3 impidiendo la traduccion de los RNAm virales 

ADAR 

Enzima modificadora de RNAdc: cataliza la desaminacion de las adeninas a inosinas, 
desestabilizando la estructura secundaria del RNAdc 

PML 

Miembro de la familia proteica TRIM: 

a) interviene en la apoptosis 

b) inhibe la transcripcion 

c) participa en los eventos celulares producidos como respuesta al DNA danado 

GBP-1 

GTPasa: 

a) inhibe la replication de virus con genoma RNA 

b) es predominantemente inducida por INF-y 


Tabla 7.5. Diversos genes inducidos por interferon. ISGs: ( Interferon Stimulated Genes): genes estimulados por interferon. 2’-5’ OAS: 
2'-5’oligoadenilato sintetasa. PKR: proteina-quinasa dependiente de RNA. ADAR (RNA specific Adenosine Deaminase. 1): adenosina 
desaminasa 1 especifica de RNA. PML ( Promyelocytic Leukemia protein): proteina de leucemia promielocitica. GBP-1 (Guanylate-Binding 
Protein 1): proteina 1 de union a guanilato. elF2a: factor eucariotico de iniciacion de la traduccion 2a. elF3: factor eucariotico de iniciacion 
de la traduccion 3. RNAsc: RNA de simple cadena. RNAdc: RNA de doble cadena. 


Corpus 

Editorial pueden activar la smtesis de IFN-a / -(3 al interactuar con receptores 
extracelulares RRP que reconocen ciertos PAMP en las moleculas 
virales. 

Regulation transcriptional del IFN-a / -p. 

La regulation de la transcription de los genes que codifican para 
los IFN-a y -(3 puede dividirse temporalmente en dos partes: las 
correspondientes a eventos tempranos y a tardlos. 

Eventos tempranos. En los eventos tempranos la regulacion 
transcripcional de los IFN-a / -|3 se produce a traves de diversas 
vlas de transduction de senales, las cuales no requieren smtesis 
proteica de novo. En todas estas vfas el ultimo paso es la activation 
de un factor de transcripcion que se transloca del citoplasma al nu- 
cleo y activa la transcripcion de diversos genes. Las 3 vias hasta el 
presente mejor estudiadas son las siguientes (Figura 7.10): 

a. Las proteina-quinasas activadas por el estres (SAPKs) como 
JNK ( c-JUN N-terminal Kinase) y MAPKp38 son reclutadas 
para activar por fosforilacion los factores de transcripcion JUN 
y ATF-2, respectivamente; ello resulta en la formation del fac- 
tor de transcripcion AP- 1 ( Activated Protein-1 ), que se translo- 
ca al nucleo y activa la transcripcion de los genes de IFN-a / -p. 

b. El complejo heterodimerico IKK (a, P, y y) al activarse fosfo- 
rila a IkB, la cual libera y deja activo a NFkB. Una vez activa, 
NFkfi se transloca al nucleo y activa la transcripcion de los 
genes de IFN-a / -p. 

c. La estimulacion del complejo IKK-s / TBK1 (TANK- Binding 
Kinase 1) produce la fosforilacion por parte de este del factor 
preexistente IRF-3 (IFN Regulatory Factor-3), el cual al acti- 
varse se transloca al nucleo y activa la transcripcion de dife- 
rentes genes: ISG (IFN Stimulated Genes 15, 54 y 56), IP-10 
(IFN-y-Inducible Protein-10), iNOS (Inducible Nitric Oxide 
Synthase) y CCL5 (RANTES). 

Eventos tardfos. Los eventos tardlos de regulacion de la trans- 
cripcion de los genes de IFN-a y -P son activados por la accion 
conjunta de detenninantes virales y de los mismos IFN- a y -P, en 
un proceso de retroalimentacion positiva (feed-back positivo). Una 


vez secretados estos IFN se unen a su receptor IFNAR y estimu- 
lan la transcripcion de IRF-7 a traves del factor de transcripcion 
ISGF3. Una vez en el citoplasma. IRF-7 junto con IRF-3 son fos- 
forilados por el complejo de quinasas activadas por virus IKK-s / 
TBK1. El heterodimero IRF-7 / IRF-3 al activarse migra al nucleo 
donde induce la transcripcion de diversos genes, entre ellos IFN-a 
/ -P (Figura 7.11). 

Interferones de tipo II. Induction del IFN-y 
El IFN-y es una citoquina que no esta inducida directamente por 
los agentes microbianos, sino que se encuentra dentro del segundo 
grupo de moleculas que son inducidas en respuesta a la estimula- 
cion de un receptor por una CPA o por citoquinas que se secretaron 
previamente durante la infection. 

Diversas citoquinas han sido implicadas en la induction de la 
expresion de IFN-y; entre ellas se encuentran las siguientes: IL- 
1, IL-2, IL- 12, IL-18, IL-15, IL-21, IL-23, IL-27, IFN- a / -P y 
TNF-a. Dentro de estas citoquinas, el inductor primario de IFN-y 
es la IL-12; esta interleuquina sola es suficiente para inducir impor- 
tantes cantidades de IFN-y en celulas T y NK; no obstante, tambien 
actua de manera sinergica con otras citoquinas como IL-2, TNF-a 
y en particular con IL-18. A su vez, en las celulas T la accion con- 
junta de IL-12 e IL-18 puede estimular la production de IFN-y sin 
la necesidad de estimulacion antigenica. 

Cabe mencionar que los IFN-a y -P pueden tanto inducir como 
inhibir la expresion de IFN-y, dependiendo del contexto en el cual 
actuen. En este sentido, se observo que los IFN-a / P pueden inhibir 
la expresion de IL-12 y producir disminucion en la expresion de 
IFN-y mediada por STAT-1 (Signal Transducer and Activator of 
Transcription) de manera transitoria; por otra parte, estos mismos 
IFN actuan estimulando la expresion de IFN-y activando STAT-4. 
El tipo de efecto que producen los IFN-a /-P sobre la expresion 
de IFN-y parece estar influenciado por el nivel de expresion de 
STAT-1, ya que se observo que altos niveles de este factor de trans- 
cripcion favorecen la regulacion negativa, mientras que niveles 
menores produciran una regulacion positiva. 
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Como en las infecciones virales en las cuales se producen gran- 
des cantidades IFN-a / -(3 no se induce IL-12 -debido a la regula- 
tion negativa ejercida por dichos IFN- la induction de IFN-y se ve 
estimulada directamente por IFN-a / -|3. 

Ademas de la estimulacion de la expresion de IFN-y por la 
union de las citoquinas a su receptor, las celulas T y las NK pue- 
den expresar este tipo de IFN por estimulacion de otros tipos de 
receptores celulares, como es el caso del TCR. Si bien las vlas de 
estimulacion mediadas por el TCR son diferentes, estas pueden 
actuar de manera sinergica con las vlas inducidas por citoquinas 
(Figura 7.12). 

Regulation transcriptional del IFN-y 

La expresion de IFN-y esta regulada a nivel transcripcional y post- 
transcripcional. El control transcripcional de la expresion de esta 
citoquina esta dado por la action de diferentes factores de trans- 
cription, entre ellos: NFkB, NFAT (Nuclear Factor Activating 
Transcription), STAT, T-bet, AP-1, CREB-ATF, GATA-3 y ying- 
yangl (Figura 7.12). Existe un requerimiento diferencial de los 
diversos factores de transcription mencionados, dependiendo del 
tipo celular y de la via de serialization inducida, pero en general 
todos actuan como reguladores positivos de la expresion de IFN-y, 
induciendo su expresion. 


Fraction 

Actividad 

Clq 

Opsonization para facilitar la fagocitosis; 
eliminacion de los cuerpos apoptoticos; 
procesamiento y elimination de los 
inmunocomplejos 

C3a 

Mediador peptldico de la inflamacion; 
promueve la contraction del musculo liso, 
el aumento de la permeabilidad vascular, 
la degranulation de eosinofilos, basofilos 
y celulas cebadas, 
la liberation de histamina 
y la agragacion plaquetaria 

C3b 

Opsonization de partlculas para facilitar la 
fagocitosis; 

solubilizacion de inmunocomplejos 

C3c 

Liberacion de neutrofilos desde la medula 
osea; 

lisis de leucocitos 

C3dg 

Adyuvante molecular; 

regulacion de la respuesta adaptativa 

C4a 

Promueve la contraccion del musculo liso 
y el aumento de la permeabilidad vascular 

C4b 

Opsonizacion para facilitar la fagocitosis, 
procesamiento y eliminacion de los 
inmunocomplejos 

C5a 

Mediador peptidico de la inflamacion; 
promueve la contraccion del musculo liso, 
el aumento de la permeabilidad vascular, 
la degranulacion de eosinofilos, basofilos, 
neutrofilos, monocitos y celulas cebadas, 
y la liberacion de enzimas hidroliticas de los 
neutrofilos 

C5b, C6, 

C7, C8, C9 

Complejo litico de ataque a membranas 
(celulares o virales) 

Bb 

Inhibidorde la migracion celular e 
inductor de la diseminacion de monocitos y 
macrofagos 


Tabla 7.6. Funciones biologicas de las diferentes fracciones del 
sistema Complemento. 


Ademas de la regulation transcripcional -antes mencionada- 
la expresion de IFN-y esta regulada por mecanismos post-trans- 
cripcionales. Recientemente, se documento que el RNAm de IFN-y 
humano puede controlar su propio nivel de traduction. En este sen- 
tido, se observo que la formation de una estructura tridimensional 
en este mensajero media la activation de la PKR, la cual a su vez 
inhibe la slntesis de protelnas. 

IFN de tipo III. Induction de IFN-A 

Hasta la actualidad, no se ha podido dilucidar los mecanismos 
exactos que gobiernan la expresion de IFN-7. No obstante, se ha 
demostrado que al igual que los IFN-a / -(3, la expresion del IFN-L 
es inducida por factores virales, siendo las primeras citoquinas en 
sintetizarse ante una infection viral. Estos inductores virales pue- 
den ser intracelulares como en el caso de IFN-a / -|3- como con- 
secuencia de la replication viral, o extracelulares. Estos ultimos 
pueden activar la slntesis del IFN-7, al interactuar con los recep- 
tores RRP que reconocen diferentes PAMP. Del mismo modo que 
ocurre con los IFN-a / -(3, los TLR-3, -4, -7/-8 y -9 pueden inducir 
la expresion de IFN-7.. 

El IFN-L fire detectado hasta el momenta en las mismas celulas 
en las que se detecta la expresion de IFN-a / -(3: CPA, CDp, CDm 
y diversas celulas nucleadas. 

Cascadas de transduction de senates activadas 
por los interferones de tipo I, II y III 

Luego de la union a su receptor especifico, los distintos tipos de 
IFN estimulan la transcription de diferentes genes (ISG), para lle- 
var a cabo las diversas funciones biologicas asociadas a estas cito- 
quinas (Figura 7.13). 

Luego de la interaction IFN/receptor se activa la cascada de 
transduction de senales de las protelna-quinasas denominadas 
JAKs/SATs. Al activarse se dirigen al nucleo para unirse a regiones 
regulatorias de los genes ISG, denominadas ISRE (IFN -Stimulated 
Response Element) para aquellos genes que responden a los IFN 
de tipo I, o GAS ( IFN-Gamma Activated Sequence) para aquellos 
que responden a los de tipo II. El IFN-L tambien estimula las regio- 
nes regulatorias ISRE y GAS a traves de la via de transduction de 
senales de las JAK/STAT. 

Los IFN de tipo I -principalmente IFN-a / -)3- se unen a sus re- 
ceptores especificos IFNAR-1/ -2, tras lo cual se activan las tirosina- 
quinasas TYK-2 y JAK-1 por fosforilacion, las que a su vez fosforilan 
a IFNAR-1 y reclutan a STAT-2 para que se una al receptor. STAT-2 es 
fosforilado, facilitando su interaction con STAT-1 -a traves de su do- 
minio SH2- y la consiguiente activation de este ultimo factor. El he- 
terodimero activo STAT-2/STAT-1 deja el sitio del receptor para unirse 
a IRF-9 y formal - el complejo ISGF3. Este complejo migra al nucleo 
y actua como factor de transcription al unirse a la region regulatoria 
genomica ISRE estimulando la transcription de los genes ISG. 

De manera analoga, al unirse el IFN-y a su receptor (IFNGR-1/ 
IFNGR-2) pennite la activation de las tirosina-quinasas JAK-1 y 
JAK-2. Una vez activas, las JAK fosforilan al receptor, el que -a 
su vez- recluta y activa a STAT-1. STAT-1 forma homodimeros ac- 
tivos denominados GAF; estos migran al nucleo para unirse a la 
secuencia genomica regulatoria GAS y promover la transcription 
de los genes ISG. 

Luego de la interaction de IFN-7, con su receptor especifico, se 
induce una cascada de transduction de senales que culmina con la 
formation de los complejos ISGF-3 y GAS, asi como la activation 
de diferentes STAT (STAT-1, -3, -4 y -5). Los factores de trans- 
cription antes mencionados se unen a las secuencias regulatorias 
ISRE y GAS, las cuales regulan la transcription de los genes ISG. 
Estudios recientes implican al IFN-L en la activation de las MAPK 
( Mitogen-Activated Protein Kinase) por una via independiente de 
las STAT. 

Genes estimulados por interferones de tipo I, II y III 

Los IFN estimulan mas de 300 genes (denominados globalmente 

"ISG" segun su abreviatura en ingles), los cuales tienen funcio- 
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Diversos genes inducidos por Interferon 
(ISGs) 




Sintesis de novo 
de Mx 


Interfiere en el 
transporte de las 
nucleocapsides 
durante el ciclo de 
replicacion viral 




V 

3 '5 ' exonucleasa Edition de RNAdc 


Degradation de 


Inestabilidad de 

los RNAsc 


los RNAdc 


Figura 7.14. Genes inducidos por Interferon y efectos producidos por la expresion de los mismos. Vease el texto. 



Figura 7.15. Interacciones entre componentes del sistema Complemento y las celulas presentadoras de antlgenos. Los macrofagos 
y las celulas dendriticas (CD) inmaduras elaboran todos los componentes de la via clasica y alternativa de activacion del sistema. Ademas, 
dichas celulas expresan receptores para Clq, C3b, iC3b, C3a, C5a y para la fraccion Fc de las Igs. A. Clq es fundamental para el recono- 
cimiento y eliminacion de las celulas apoptoticas por parte de los macrofagos y CD. La production de C3b, Factor B y factor D, promueve el 
deposito de C3bBb sobre la superficie celular, lo cual puede clivar mas C3b para formar C3bBbC3b, la C5 convertasa de la via alternativa. 
Esta proteasa u otras serina-proteasas sintetizadas por los macrofagos pueden clivar C5, produciendo C5a y C5b. Existe un circuito de re- 
troalimentacion entre C5a y el FcR (receptor para Fc), por el cual la sintesis de C5 y su clivaje estan aumentados por los anticuerpos unidos 
a FcyRIII. Asu vez, la union de C5a a los receptores expresados sobre la superficie de los macrofagos, aumenta la expresion de FcyRIII e 
inhibe la del receptor inhibitorio FcyRIlB. B. Las proteinas regulatorias del sistema complemento depositadas sobre la membrana plasma- 
tica de macrofagos y CD modulan la interaction con los linfocitos T (LT) y los linfocitos B (LB). El factor acelerador del decaimiento (deno- 
minado DAF o CD55) de la actividad del complemento es una molecula de glicosilfosfatidilinositol anclada en la membrana que promueve 
una mas rapida disociacion de Bb del complejo C3bBb. Elio restringe la cantidad de C3b unida a la superficie de las celulas presentadoras 
de antlgenos. El cofactor proteico de membrana (en ingles, MCP) tambien denominado CD46 es una glicoproteina que regula la actividad 
del complemento actuando como cofactor de I, para clivar C3b produciendo la proteina enzimaticamente inactiva C3bi, y luego C3d. DAF 
y MCP estan tambien expresadas en los LT, modulando su respuesta. Como consecuencia del corte y empalme (splicing) alternativo, MCP 
se expresa con dos colas citoplasmaticas diferentes que modulan divergentemente la respuesta T. (Adaptado de Wasnowska et al, 2007). 
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Figura 7.16. Generacion de miRNA o siRNA. Los miRNA primarios (pri-miRNA) -consistentes en hebras de varios cientos a varios miles 
de nucleotidos (nt) de RNA monocatenarios que forman regiones complementarias en asa y otras no complementarias como bucles- son 
procesados en el nucleo por la ribonucleasa Drosha, que los transforma en estructuras en asa-bucle de unos 70 nt (pre-miRNA). Estas 
moleculas egresan del nucleo a traves de la exportina 5. En el citoplasma, estos pre-miRNA o el RNA viral bicatenario son procesados 
por la enzima Dicer (una RNAsa III con un sitio activo de RNAsa H-simil), que las transforma en pequenas moleculas de RNA bicatenarias 
de aproximadamente 21-23 nt. Las mismas son ensambladas en el complejo de silenciamiento inducido por RNA o RISC ( RNA-Induced 
Silencing Complex). Una de las cadenas es eliminada del RISC, quedando el complejo listo para su encuentro con el RNA bianco. Alii la 
enzima Argonauta 2 (Ago) es responsable de la actividad del complejo. Los miRNA en general solo exhiben complementariedad parcial 
con el RNAm bianco, lo que conduce a una inhibicion de la traduccion del mismo. Sin embargo, algunos miRNA y los siRNA muestran 
complementariedad exacta con la secuencia del RNAm bianco, lo que promueve el clivaje de las moleculas de doble cadena formadas. El 
proceso descripto se repite en ciclos sucesivos. En anos recientes se ha documentado que algunos virus codifican miRNA en sus genes, y 
que ciertos siRNA pueden tambien originarse a partir de pseudogenes celulares. 


nes antivirales, antiproliferativas e inmunomoduladoras. Los IFN 
inducen protefnas como enzimas, factores de transcripcion, glico- 
proteinas de superficie, citoquinas, quimioquinas y un gran numero 
de factores que aun no han sido caracterizados. Hasta el presente, 
solo algunas protefnas con funciones antivirales han sido caracteri- 
zadas. Las mas estudiadas son las siguientes (Figura 7.14): las pro- 
tefnas Mx, la 2’-5’oligoadenilato sintetasa (2’-5’ OAS) / RNasaL 
(una RNasa en estado latente) y la proteina-quinasa dependiente 
de RNA (PKR). 

Las protefnas Mx son GTPasas que inhiben la replicacion 
de diversos vims con genoma RNA pertenecientes a las familias 
Orthomyxo- Paramyxo-, Rhabdo-, Picorna- (Hepatovirus) y Bun- 
yaviridae, de un modo no totalmente dilucidado. A diferencia de 
otros ISG, las protefnas Mx no se expresan constitutivamente en 
las celulas y su expresion no es inducida directamente por los virus 
o las moleculas de RNAdc. Por el contrario, la expresion de estas 
proteinas es estimulada exclusivamente por accion del IFN-a / -(3 a 
traves de la cascada de transduccion de seiiales de las JAK/STAT. 
De manera inversa, las proteinas 2’-5’ OAS y la PKR se expresan 
constitutivamente en la celula en una forma inactiva. Los niveles 
basales de estas protefnas son estimulados por IFN-a / -(3 o IFN-y 
y la actividad de ambas enzimas es activada por RNAdc. La 2’-5’ 
OAS cataliza la sintesis de 2’-5’oligoadenilatos que activan a la en- 
zima RNAasa L, la cual -a su vez- degrada los RNA tanto virales, 
como celulares dando lugar a la inhibicion de la replicacion viral. 
La PKR es una serina-treonina protefna-quinasa que fosforila al 
factor eucariotico de iniciacion de la traduccion 2a (eIF2a), como 


consecuencia de lo cual se bloquea la traduccion de los RNAm 
virales y celulares. Una sfntesis de los diversos ISG se detalla en 
la Tabla 7.5. 

2.2.2. El sistema Complemento 

Este sistema esta compuesto por al menos 18 protefnas sericas y 
un numero casi igual de protefnas que se unen a membranas y 
actiian secuencialmente. El C participa tanto en la respuesta 
innata como en la adaptativa (Figura 7.1 y Tabla 7.6). Este sis- 
tema funciona a traves de tres vias: la clasica, la altemativa y la de 
union a mananos. Su nombre deriva de las observaciones iniciales 
en las que su actividad fue considerada como complementaria a 
la de los anticuerpos y por lo tanto, un componente crftico de la 
respuesta adaptativa. Actualmente, se considera a este sistema tam- 
bien como una herramienta central de la respuesta innata, asf como 
de la modulation de la respuesta de LT. 

Este sistema exhibe 4 acciones biologicas principales: 1 ) la lisis 
osmotica de las celulas o de los virus envueltos, al promover la for- 
mation de poros en las respectivas membranas por polimerizacion 
de los componentes C5b, C6, C7, C8 y C9 (complejo de ataque); 
2) la activation de la inflamacion ya que C3a, C4a y C5a se unen 
a las superficies endoteliales y a diversas clases de linfocitos, para 
potenciar la respuesta ante antigenos extranos; 3) la opsonization 
de agentes exogenos como los vims mediante la union a su super- 
ficie de C3b y Clq que son reconocidos por celulas fagociticas que 
portan receptores para los mismos (por ejemplo, el receptor CR1) 
en sus superficies, los que -a su vez- promueven la endocitosis; 
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Figura 7.17. Mecanismos de regulacion genica mediados por miRNA. 


Modificaciones 

transcripcionales 


Respuesta adaptativa 

Respuesta innata 

Linfocitos B 

Linfocitos T 
convencionales 

Linfocitos T regulatorios 


miR-17~92 

miR-1 7~92 


miR-1 25b 

miR-101 

miR-101 

miR-1 46 

miR-132 

miR-150 

miR-150 

miR-150 

miR-146 

miR-155 

miR-155 

miR-155 

miR-155 

miR-181a 

miR-181a 


miR-223 


Tabla 7.7. Participacion de diversos miRNAs en la regulacion de la respuesta adaptativa e innata. 



y 4) la solubilizacion de los inmunocomplejos formados por los 
antigenos de virus no citopaticos y anticuerpos especificos que se 
depositan en rinon u organos linfoides. 

Dado que el sistema C puede tanto promover el dano como 
la curacion ante una infeccion, debe ser delicadamente regulado, 
lo cual es particularmente relevante ante la via alternativa que se 
activa espontaneamente. La regulacion de la cascada del C ocurre 
merced a al menos 3 mecanismos: 1) el gran tamano de algunas 
de las proteinas constitutivas, que no les permite dejar el torrente 
circulatorio ante una infeccion, y que promovera la lisis celular 
solo si existe un significativo dano que exponga a las celulas infec- 
tadas a la circulacion; 2) la brevisima vida media (milisegundos) 
de ciertas fracciones, que les irnpide actuar a distancia del sitio 
de una infeccion; 3) la existencia de proteinas inhibitorias del 
suero y otras fijadas a la superficie de membranas (CD46 [co- 
factor proteico de membrana], CD55 o DAF [factor acelerador de 
la calda de la actividad de C3 y C5 convertasa), CD59 [protectina] 
y CR1 [receptor 1 del C]) que se unen a ciertas fracciones del C 
(como C3b y C4b) impidiendo su accion. Por esta razon, la union 
espontanea de C3b a las superficies de las celulas del organismo, 
no promueve la activacion de la cascada del C (Figura 7.15), even- 
to que si ocurre en las envolturas de muchos virus que al carecer 
de proteinas inhibitorias como DAF y CR1 son susceptibles a la 
actividad litica del C, promovida especialmente por la via altema- 
tiva. Sorprendentemente, F1IV es resistente a dicha accion, ya que 
porta en su envoltura las proteinas CD46, DAF y CD59 de origen 
celular. La activacion a traves de la via clasica, alternativa o de las 
lectinas conduce al clivaje de las fracciones C3 y C5 del sistema 
del C, lo que genera los productos C3a, C3b, C5a y C5b. Los re- 
ceptores para C3a y C5a pertenecen a miembros de la familia de las 
rodopsinas unidas a proteinas G de transmembrana, mientras que 
los receptores para C3b pertenecen a las familias reguladoras de la 
activacion del C (como DAF) y a las [32 integrinas. DAF es impor- 
tante para restringir la activacion del C sobre celulas seleccionadas. 
DAF tambien esta involucrada en la activacion celular mediada por 


tirosina-quinasas de los LT, al producirse el entrecruzamiento sobre 
la superficie de estas celulas (Figura 7.15). 

2.2.3. Colectinas 

Su nombre deriva del ingles ( Collagenous C-type lectins) Estas 
proteinas plasmaticas tienen similitud estructural y biologica con 
Clq, por lo que pueden activar el sistema C. Estas lectinas tipo C 
con capacidad de union a carbohidratos incluyen a las conglutini- 
nas, la proteina de union a manosa (MBP), CL-43, y las proteinas 
pulmonares surfactantes (SP) SP-Ay SP-D. Se unen a la superficie 
de celulas y -presumiblemente- de virus, pudiendo a veces sustituir 
la actividad de C 1 q para activar la cascada del complemento. En al- 
gunos casos pueden inhibir o potenciar la infectividad de diferentes 
virus. Las conglutininas bovinas inhiben al virus influenza de los 
subtipos HI y H3. MBP en ausencia de complemento inhibe la in- 
fectividad del HIV; sin embargo, la adicion de MBP a la gpl20 del 
HIV activa la cascada del complemento, lo cual puede incremen- 
tar su infectividad, al promover la infeccion productiva de celulas 
con receptores CR1 o CR3, tornando lo que en otros casos es una 
barrera de defensa antiviral en un excelente trampolin potenciador 
de la infeccion. 

El verdadero rol de las colectinas in vivo aun no ha sido ade- 
cuadamente definido. 

2.2.4. Anticuerpos naturales 

Corresponden a aproximadamente el 2% del total de IgG e IgM 
sericas. Su formacion -previa a la infeccion viral- obedece a la 
respuesta inducida contra antigenos ricos en galactosa (Gal a (1,3)- 
Gal), presentes en las proteinas de superficie glisosiladas. Estos an- 
tigenos se forman por la actividad de la enzima galactosil transfera- 
sa, ausente en el hombre y en primates superiores, pero presente en 
primates inferiores, otros animales y tambien en bacterias. La pro- 
duccion de Gal a (1,3)-Gal en el intestino humano por parte de las 
bacterias que lo colonizan, promueve una respuesta del hospedador 
que se traduce en la formacion de anticuerpos especificos. Los vi- 
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Figura 7.18. Regulacion de la respuesta inmune innata por miRNA. Los receptores tipo Toll (TLR) reconocen componentes virales y 
activan las cascadas de senalizacion intracelular que promueven las respuesta inflamatorias (Figura 7.4) y/o la liberacion de moleculas 
antivirales. Recientes evidencias muestran que la induccion de miR-146 por componentes bacterianos sirve como una molecula de retroa- 
limentacion negativa en dicha via. La induccion de miR-146 en los monocitos actua como supresor de la via de senalizacion entre los TLR 
y el TNF-a. Tanto componentes bacterianos como virales inducen miR-155, lo cual puede promover tanto la supresion como la activacion 
de esta via. En contraposicion, los lipopolisacaridos bacterianos a traves de la interaccion con TLR-4 suprimen miR-125b, el que inhibe la 
production de TNF-a a nivel post-transcripcional. miR-125b desempena -a su vez- un rol esencial en el mantenimiento de la latencia del 
HIV en los linfocitos T CD4 + de reposo. Las flechas con bordes continuos indican vias estimulatorias; las que exhiben bordes discontinues 
reflejan vias inhibitorias. 



Figura 7.19. Generacion de miRNA en la infeccion por HCV. La estimulacion promovida por el Interferon (IFN) sobre receptores especi- 
ficos induce la expresion de genes estimulados por dicha molecula (ISG) y la generacion de miRNA. Estos pueden inhibir la expresion del 
genoma viral por mecanismos no totalmente dilucidados. En contraposicion, el miR-122 celulares requerido para la replicacion viral, lo que 
lo constituye en un potencial bianco terapeutico. 
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rus y las celulas extranas que exhiben los mencionados azucares en 
su superiicie son reconocidos por los anticuerpos naturales, que al 
fijar el complemento, promueven un nexo de elaboration inme- 
diata entre la respuesta innata y la adaptativa. Es probablemente 
atribuible a estos "anticuerpos naturales", que rnuchos virus que 
infectan otros hospedadores, no afectan al hombre. 

2.3. Rna interferentes: miRNA y siRNA 

La regulacion de la expresion genica tanto en procariotas como 
en eucariotas se lleva a cabo mediante mecanismos pre- y post- 
transcripcionales. Entre los primeros se encuentran implicadas las 
secuencias genomicas encargadas de direccionar la transcription 
genica (promotores, silenciadores y potenciadores [enhancers]) y 
la accion diferencial de los factores de transcripcion; entre otros. 
Dentro de los mecanismos de regulacion post-transcripcional de la 
expresion genica se encuentra la interferencia de RNA (RNAi), la 
cual es implementada por diversas enzimas (Polimerasas, RNAsas) 
y otras protemas, asf como por moleculas de RNA complementa- 
rias a los RNArn que se pretende regular. Hasta el momento se han 
descripto varios tipos de moleculas de RNA no codificantes con 
polaridad anti-RNAm -las cuales tienen una extension de unos po- 
cos nucleotidos- como es el caso de los small -tambien designados 
short- interfering RNA (siRNA) y de los micro RNA (miRNA). 
Estas moleculas de RNA con polaridad anti-mensajero se unen 
por complementariedad (exacta o parcial) a la molecula de RNAm 
bianco e inhiben su eventual traduccion por diversos mecanismos, 
como son la degradation de la molecula diana por accion de las 
RNAsas (mecanismo disparado por los siRNA) o la inhibition de 
la correcta accion de la maquinaria de traduccion por un impedi- 
menta esterico (accion producida por los miRNA). Recientemente 
se ha documentado la accion reguladora positiva de los miRNA 
sobre algunas moleculas de RNAm al promover o facilitar la tra- 
duccion de los mismos. 

Hasta 2008, se consideraba establecido que los miRNA y los 
siRNA diferian en al menos dos aspectos. Los primeros, habfan 
sido considerados el resultado de un mecanismo endogeno de 
regulacion epigenetica de los propios genes celulares. En con- 
traposition, los siRNA hablan sido definidos como la expresion 
de una respuesta defensiva de la celula para preservar la pro- 
pia integridad de su genoma, ante el ingreso de acidos nuclei- 
cos "intrusos" (virus, transposones, transgenes, etc.). Asimismo, 
los miRNA aparecian como resultado de la smtesis a partir de 
moleculas precursoras de RNA con estructura de asa (bicate- 
naria) - bucle (monocatenaria). Como contrapartida, se estable- 
cfa que los siRNA eran sintetizados a partir de largas helices 
de RNA bicatenario. Sin embargo, dada la similitud del tamano 
exhibido por los miRNA y siRNA, asf como las funciones inhibi- 
torias secuencia-especlfica, inmediatamente se sugirio su relation 
biogenetica y mecanfstica. Ambas moleculas son dependientes de 
la actividad de dos familias de protemas: la ribonucleasa Dicer (es- 
cinde el RNA precursor) y Ago (Argonauta) que es fundamental 
para la funcion efectora de silenciamiento genico en el complejo 
RISC (RNA-Induced Silencing Complexes). La triada constituida 
por Dicer, Ago y las moleculas de RNA de 21-23 nucleotidos 
constituyen la base del sistema de silenciamiento de los RNAs. 

En 2008, dos grupos de investigation demostraron indepen- 
dientemente que los siRNA de marmferos no solo pueden tener un 
origen exogeno (exo-siRNA) como ocurre ante el ingreso dc RNA 
bicatenario viral, sino tambien endogeno (endo-siRNA), por ejem- 
plo, a partir de duplex que comprenden transcriptos anti-sentido 
derivados de pseudogenes apareados con RNAm de los genes em- 
parentados. 

Los siRNA que se generan a partir del clivaje de moleculas 
de RNA bicatenario viral, tienen la capacidad de suprimir la 
infection por virus, tal como se ha documentado en la mayoria 
de los linajes eucarioticos incluyendo plantas, nematodes y 
hongos. Aunque algunos datos aun son motivo de controversia, 
se ha establecido que los miRNA celulares provienen de RNA 


precursores endogenos de unos 70 nucleotidos. Se estima que 
el 30% de los genes humanos esta regulado por RNAi. En una 
quincena de virus pertenecientes a 3 familias (Herpesviridae, 
Polyomaviridae y Retroviridae) se han descripto tambien mas de 
140 miRNA que intentan favorecer la infection. 

Los mas de 500 miRNA identificados hasta el momento en 
celulas de marmferos son transcriptos casi exclusivamente por la 
RNA polimerasa II (se ha descripto un cluster de miRNA en el 
cromosoma 19 humano, diseminado entre secuencias Alu, que son 
sintetizados por la RNA polimerasa III). Las moleculas precursoras 
primarias de miRNA (pri-miRNA) son procesadas por la enzima 
Drosha concomitantemente con DGCR8 ( Di George-syndrome 
Critical Region protein 8) para producir moleculas de pre-miRNA, 
las cuales son exportadas desde el nucleo via exportina 5 hacia el 
citoplasma, donde son liberadas mediante hidrolisis de GTP. 

Las moleculas de pre-miRNA son procesadas en el citoplas- 
ma por la enzima Dicer (una RNAsa III) generando los duplex de 
19-24 nucleotidos denominados miRNA que son incorporados al 
RISC. La actividad de Dicer requiere del cofactor TRBP ( Tran- 
sactivating Region RNA-Binding Protein; region transactivadora 
de la protema de union al RNA). El RISC contiene un componente 
central: la protema Argonauta. El RISC utiliza al miRNA asociado 
a su estructura para reconocer al RNAm que exhiba una secuencia 
complementaria. En base al grado de complementariedad entre 
las moleculas de miRNA y de RNAm, RISC puede promover la 
degradation del mensajero o la inhibition de su traduccion (Fi- 
gura 7.16). Tambien los miRNA promueven modificaciones trans- 
cripcionales, al inducir la modification de histonas de la cromatina 
y la metilacion del DNA (Figura 7.17). 

Estos mecanismos de silenciamiento genico post-transcrip- 
cional son utilizados tanto por algunos agentes virales (HSV- 
1, HSV-2, EBY, HCMV, HPV, etc.) para regular la expresion 
de genes propios y/o genes del hospedero -en mecanismos de 
persistencia, regulacion de la latencia, oncogenesis y evasion 
a la respuesta inmune-, como por la propia celula hospeda- 
dora para silenciar/estimular tanto genes propios como virales 
(HIV, HBV, HCV). Si bien los mecanismos de regulacion genica 
post-transcripcional se conocen hace varios anos, la importancia 
de los mismos en la respuesta inmune antiviral recien esta siendo 
dilucidada. Mas aun, si bien hace ya varios anos se determino que 
la RNAi representa un componente vital de la respuesta inmune 
innata antiviral en plantas y animales invertebrados, solo reciente- 
mente se ha logrado determinar la importancia de este mecanismo 
de defensa en los animales vertebrados. 

Los miRNA cumplen un rol preponderante en los procesos ce- 
lulares de proliferation, diferenciacion y apoptosis, asf como en el 
desarrollo del sistema inmune y su respuesta frente a los patoge- 
nos. Algunas de estas moleculas son cruciales tanto para el desarro- 
llo del sistema inmune -como por ejemplo miR-181a y miR-223- 
mientras que otras regulan procesos importantes de la respuesta 
adaptativa como son la presentation antigenica (miR-155) y la 
serialization desde el receptor T (miR-181a). Algunos ejemplos se 
observan en la Tabla 7.7. 

Luego de una infection viral, los hongos, las plantas y los ani- 
males invertebrados producen siRNA como principal mecanismo 
de defensa antiviral. Por el contrario, cuando una celula de marnf- 
fero es infectada por un virus se induce la production de miRNA 
capaces de eventualmente silenciar los RNAm virales. Esta induc- 
tion se produce tanto como consecuencia de la activation de di- 
versos TLR como por la union de los IFN-a, -(3 y -y a su receptor. 

Se ha determinado que miR-155 junto con miR-146 y miR-132 
estan involucrados en la inmunidad innata al regular la respues- 
ta inflamatoria aguda luego del reconocimiento del patogeno por 
los TLR en monocitos y macrofagos (Figura 7.18). La expresion 
inducible de miR- 1 55 se observo tanto durante las infecciones bac- 
terianas y virales, asi como luego de la exposition de las celulas a 
citoquinas pro-inflamatorias como los IFN o TNF. Por el contra- 
rio, el incremento de miR-146 se observo restrictamente luego de 
una infection bacteriana o de la induction con IL-1 o TNF. Am- 
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Figura 7.20. Cinetica de la respuesta inmune innata y adaptativa. En una respuesta inmune primaria, los interferones (IFN) a y (3 se 
elevan tempranamente en el curso de la infeccion. Elio estimula la actividad de las celulas NK. Sus mecanismos de reconocimiento de las 
celulas infectadas preceden a la de los LT citotoxicos CD8\ que requieren una adecuada presentation de peptidos virales antigenicos en 
el contexto del CMH-I. Los anticuerpos comienzan a ser detectables alrededor de la primera semana post-infection. Los niveles sericos 
de las citoquinas 11-2 e IFN-y cursan en paralelo con la actividad de los LT citotoxicos, siendo precedidos por el de TFG-p, el que continua 
detectable unos pocos dias despues de tornarse indetectables los primeros. 


bos miRNA son componentes de la cascada de retroalimentacion 
negativa que atenua la via de senalizacion de los TLR. Mientras 
que miR-146 limita la expresion de IRAK-1 y TRAF-6, miR-155 
restringe la expresion de FADD, RIP c IKK (veanse las vlas de 
senalizacion de la apoptosis, al final del capitulo). miR-125b des- 
empena un rol esencial en la mantencion de la latencia del HIV en 
los linfocitos T CD4 + en reposo. 

La union de los IFN-a, -P y -y a sus respectivos receptores no 
solo estimula la expresion de un gran numero de genes (por ejem- 
plo, ISG) sino que ademas recientemente se pudo determinar que 
estas citoquinas inducen la smtesis de diversos miRNA. A su vez, 
se ha establecido que diversos miRNA controlan la expresion de 
diferentes ISG, como un mecanismo de retroalimentacion negativa 
que limitarfa los efectos nocivos de los IFN sobre los tejidos in- 
fectados. Como era de esperar, algunos virus portan en su genoma 
secuencias codificantes para microRNA virales; que como se men- 
ciono anteriormente son utilizados tanto para regular la expresion 
de genes virales como para evadir la respuesta antiviral montada 
por los miRNA celulares. 

De todo lo expuesto, se deduce que los miRNA celulares pue- 
den regular la respuesta inmune (modulando la proliferation, ac- 
tivation y apoptosis de los LB. los LT convencionales y los Tregs) 

y formar parte de la msima. 

A continuation se mencionaran algunos ejemplos, reciente- 
mente conocidos donde los miRNA poseen una significativa parti- 
cipation en el curso de la infeccion viral correspondiente. 

2.3.1. Los RNAi en las infecciones virales 

HCV. En pos de determinar la contribution de los miRNA en 
el efecto antiviral desencadenado por los IFN, Pederson y col. es- 
tudiaron celulas estimuladas con IFN-(1 mediante la tecnologia de 
microdisposiciones de RNA. Estos estudios pioneros determinaron 
que debido a la action del IFN-)3 se induce en las celulas -ademas 
de la expresion de los ISG ya conocidos- la production de diversos 
miRNA (miR-1, miR-30, miR-128, miR-196, miR-296, miR-351, 
miR-43 1 and miR-448) los cuales presentaron perfecta complemen- 
tariedad con el genoma de HCV (Figura 7.19). El alineamiento de 
secuencias nucleotidicas de cepas de HCV pertenecientes a 6 ge- 
notipos diferentes mostro que el sitio de union de los miRNA antes 
mencionados podrfa producirse tanto en regiones del genoma viral 
conservadas entre todos los genotipos, as! como en regiones espeti- 
ficas de ciertos genotipos. Ademas estos miRNA fueron inducidos 
rapidamente -al cabo de 30 minutos- luego de la administration a 
las celulas del IFN-P y de una manera dosis-dependiente. Cabe des- 


tacar que la induction de la expresion de los ISG correspondientes 
se produce 8 horas despues de la union del IFN con su receptor, lo 
que sugiere que el mecanismo antiviral ejercido por los miRNA re- 
presenta la primera lrnea de defensa contra los patogenos. Mas aun, 
conjuntamente con los mecanismos antivirales antes mencionados 
se observo que el Interferon P inhibe la smtesis de miR-1 22. Este 
miRNA especifico del higado estimula la replication del HCV en las 
celulas infectadas al unirse al extremo 5’ UTR del genoma viral. Este 
mecanismo favorecerfa la acumulacion del genoma viral en el com- 
plejo replicativo y/o controlaria la traduction de la poliproteina viral. 
Es concebible que miR-122 se transforme en un bianco terapeutico 
en pacientes infectados con HCV. 

HIV. Recientemente se ha podido determinar que diversos 
miRNA celulares (miR-17-5p, miR-17-3p, miR-18, miR-19a, 
miR-20a, miR-1 9b- 1 y miR-92-1) limitan la replication del HIV. 
y que este a su vez inhibe la smtesis de los miRNA antes mencio- 
nados. Se ha podido determinar que miR-1 7-5p y miR-20a inhiben 
la traduction de los RNAm virales. De manera inversa, el HIV 
estimula la smtesis de diversos miRNA celulares que favorecerfan 
su replication; en tal sentido se ha reportado el aumento de los 
niveles de miR-122, miR-370, miR-373 y miR-297 en la infeccion 
con HIV. En estudios de microdisposiciones de RNA en celulas T 
de pacientes infectados con HIV se pudo determinar no solo que 
los niveles de miRNA son variables entre los distintos pacientes, 
sino que se vio disminuida la smtesis de varios miRNA celulares. 

Recientemente, Chable-Bessia y cols, determinaron que la ac- 
tion antiviral de los miRNA no solo esta llevada a cabo por las 
moleculas de micro RNA, sino que ademas varios de los compo- 
nentes de la maquinaria celular de RNAi serfan los responsables 
de la inhibition de la replication del HIV. En tal sentido, dichos 
autores determinaron que las RNAsas celulares y algunos de las 
moleculas asociadas (Drosha, Dicer y DGCR8) responsables del 
procesamiento de las moleculas de miRNA inhiben la replication 
viral en celulas mononucleares de sangre periferica de pacientes 
infectados con HIV. Se ha podido observar tambien que los mRNA 
virales se asocian y co-localizan con componentes del RISC (RCK/ 
p54, GW 1 82, LSm- 1 y XRN 1 ) los cuales regulan negativamente la 
traduction de los mensajeros virales. Interesantemente, el knock- 
down de RCK/p54 o DGCR8 resulta en la reactivation viral en 
los linfo-mononucleares de sangre periferica aislados de pacientes 
infectados con HIV tratados con HAART. 

Influenza. Mediante analisis computational se ha podido de- 
terminar que varios miRNA celulares estan implicados en la pato- 
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Figura 7.21. Cinetica de la respuesta humoral mediada por IgM 
e IgG ante una infeccion aguda viral. 


genesis y el tropismo del virus influenza A (subtipo H5N1). En tal 
sentido, se estima que miR-507 y miR- 136 tienen potenciales sitios 
de union a los mensajeros de la polimerasa basica viral PB2 y a la 
hemaglutinina, respectivamente. Mas aun, mediante la utilizacion 
de la metodologfa de microdisposiciones de RNA para estudiar la 
expresion de los miRNA en diferentes tejidos humanos se pudo 
determinar que miR- 136 es especifico de pulmon. Otra cuestion 
interesante es que estos miRNA estan ausentes en el genoma de los 
polios, mientras que un gran numero de los miRNA humanos (160 
de los 336 analizados) tienen miRNA homologos en el genoma 
aviar. Este hallazgo -entre otros factores- podria explicar las dife- 
rencias en la infectividad y letalidad del virus en polios y humanos. 

3. IniMUnilDAD ADAPTATIVA 

La infeccion viral desencadena en el hospedador inmunocompe- 
tente el desarrollo de mecanismos especificos de inmunidad adqui- 
rida tanto a nivel humoral (anticuerpos), como celular, dirigidos 
contra distintos constituyentes del virion, asf como contra protefnas 
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Figura 7.22. Imagen cristalografica de la hemaglutinina del virus influenza A(H1N1) de 1918 unida a un anticuerpo que tambien 
promueve la neutralizacion cruzada con la hemaglutinina del virus pandemico 2009. A. Interaccion entre el sitio Sa de la hemaglutinina 
viral (vertice del dominio de union al receptor) y el fragmento Fab de un anticuerpo anti-hemaglutinina proveniente de un sobreviviente a la 
infeccion por el virus pandemico de 1918. La superficie de interaccion comprende 743 A 2 sobre la hemaglutinina y 763 A 2 sobre el Fab. En 
amarillo, se muestran las cadenas pesadas H, y en rojo, las livianas L. En magenta se exhibe la subunidad HA1 y en celeste la subunidad HA2 
de uno de los tres monomeros de la estructura trimerica de la hemaglutinina, el resto de cuya superficie se observa en gris. Las cadenas hidro- 
carbonadas N-unidas se indican en amarillo (atomo de carbono) y en rojo (atomo de oxigeno). B. A mayor aumento, se observan los residuos 
del sitio antigenico Sa y su relacion con las "huellas" del Fab al interactuar con la hemaglutinina. El epitope conformacional de la hemaglutinina 
esta constituido por los residuos 125 a 129 y 157 a 169. Los aminoacidos que forman la superficie de interaccion con la Ig se exhiben en 
magenta, mientras que los que forman parte del epitope conformacional, pero estan fuera del sitio "canonico" Sa estan pintados en amarillo. 
Los aminoacidos del sitio Sa que no estan en contacto con la Ig se ven en color marron claro. Las cepas SC 1918 y CA04 no exhiben sitios 
de N-glicosilacion en el sitio Sa, mientras que la cepa vacunal Brisbane07, como tantas otras de influenza estacional, han adquirido sitios de 
potencial glicosilacion en los aminoacidos 129 y 163 (en italica). C. El anticuerpo 2D1 exhibe en ensayos de ELISA una fuerte afinidad por las 
hemaglutininas de los virus pandemicos de 1918 (1918 HA) y 2009 (CA04HA), pero no por los virus PR8 (Puerto Rico 8) y otras hemaglutininas 
de diversas subtipos de influenza. Fuente: Xu etal:, Science 328:357-60, 2010. Reproducido con autorizacion. 
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Virus 

Inmunizacion 
pasiva protectora 

Fuente 

Rabia 

SI 

Suero hiperinmune equino o 
gammaglobulina hiperinmune humana 

Hepatitis A 

SI 

Gammaglobulina estandar humana 

Hepatitis B 

SI 

Gammaglobulina hiperinmune humana 

Junin 

SI 

Plasma humano de convaleciente 
de fiebre hemorragica argentina 


Tabla 7.8. Inmunidad humoral en infecciones virales: algunos ejemplos en los que la inmunizacion pasiva artificial es suficiente para 
conferir protection. Tambien se ha establecido el caracter protector de la administration profilactica de gammaglobulina especifica humana 
ante la exposition al virus sarampion, asi como de los anticuerpos especificos en la prevention de la poliomielitis. 


no estructurales expresadas durante la infeccion. La magnitud de la 
respuesta dependent de multiples factores, tales como la naturaleza 
del vims, la puerta de entrada del mismo, su forma de disemina- 
cion, etc. Tanto la inmunidad humoral como la celular son funda- 
mentales para limitar y eliminar la infeccion e inducir resistencia 
duradera a las reinfecciones. 

Diferentes estructuras virales antigenicas pueden ser expues- 
tas al sistema inmune del hospedador como consecuencia de una 
infeccion viral. Elio puede deberse a la circulation linfo-hematica 
de vims libres (o de algun componente subviral particulado o solu- 
ble) o a la expresion de antlgenos virales procesados en las celulas 
infectadas y expuestos en la superficie de su membrana citoplas- 
matica. En el caso de las particulas virales intactas en circulation 
se produce la estimulacion del sistema inmune humoral por parte 
de los antlgenos de superficie (presentes en la envoltura de algu- 
nos vims o bien en la capside de aquellos que son desnudos). En 
otros casos, tambien se detectan anticuerpos contra productos de 
degradation o clivaje de componentes virales circulantes. Los LT 
citotoxicos no pueden reconocer las protelnas virales (aisladas) en 
circulation, ya que no estan presentadas en el contexto de antlge- 
nos del CMH-I. 

La expresion de antlgenos de superficie del virion, o bien de 
proteinas intemas (por ejemplo, nucleoproteinas de vims envueltos 
y algunas polimerasas) u otras no estmcturales producidas durante 
la replication viral luego de su procesamiento, como peptidos en la 
membrana citoplasmatica de las celulas infectadas en el contexto 
del CMH-I inducira el reconocimiento de las celulas infectadas, 
por los LT citotoxicos efectores. Es por ello que las infecciones 
causadas por vims que egresan de la celula al liquido extracelular 
mediante lisis son fundamentalmente controladas por la respuesta 
humoral, mientras que aquellos que lo hacen por brotacion sin lisis 
son limitadas principalmente por mecanismos de inmunidad me- 
diada por celulas. En este caso, los anticuerpos pueden participar 
en la neutralization viral (por ejemplo, si existe viremia), o en la 
lisis de celulas infectadas con participation del sistema del C o de 
ciertas celulas citotoxicas con receptor para Fc, como macrofagos 
y NK. 

Dos son las caracterlsticas principales de la respuesta in- 
mune adaptativa: la especificidad y la memoria. Ante un pri- 
mer encuentro con el virus, la respuesta adaptativa puede demorar 
varios dias en aparecer; en contraposition, ante un reingreso por 
el mismo vims (o aun por uno relacionado antigenicamente), se 
produce una "jfuriosa!" respuesta al cabo de horas - 2 dias, que 
tiende a limitar la misma y que acompana a las defensas innatas 
tambien "movilizadas". 

De all! que multiples infecciones virales que acontecen durante 
la infancia pueden proveer protection en la adultez, y -en ciertos 
casos- durante toda la vida. En modo analogo, un primer encuentro 
con un antlgeno vacunal, promovera una respuesta inmune adaptati- 
va que sera protectora -frecuentemente- durante muchos anos para 
el individuo inmunizado. Las bases de esta memoria inmunologica 
son aun debatidas, habiendose postulado que la vida media prolon- 
gada de los linfocitos de memoria que perduran anos en el organis- 


mo son responsables de la rapida respuesta adaptativa secundaria, 
al producir una veloz proliferation y una energica sintesis de pro- 
ductos protectores. Es motivo de investigation si dichas celulas son 
"secuestradas" en depositos del organismo, o si son constantemente 
producidas. Se sabe que la IL-15 es necesaria para la mantencion de 
algunas (aunque no todas) las celulas T de memoria. Se ha postulado 
que la presencia de inmunocomplejos asociados a la superficie de 
las celulas foliculares dendrlticas por perfodos prolongados, permi- 
tiria la liberation de antlgenos en bajas concentraciones a traves del 
tiempo, lo cual promoverfa una persistente memoria inmunologica. 

A diferencia de los receptores para PAMP de la respuesta inna- 
ta codificados en la linea germinal, los receptores de las celulas de 
la respuesta adaptativa son formados mediante rearreglos geneticos 
durante el desarrollo del organismo. Cada LT y LB posee en su 
superficie receptores para unirse a un determinado peptido o 
epitope. La respuesta antiviral es posible dado que los linfocitos 
presentes en el organismo han "sobrevivido" al proceso de se- 
lection que elimina aquellos clones reactivos contra peptidos o 
epitopes propios. Se cree que dichas celulas entran a la circulation 
sangulnea, y de alii se dirigen al sistema linfatico o a los diversos 
tejidos del organismo. A estos linfocitos se los considera naive o 
"vlrgenes", ya que no exhiben una diferenciacion completa y 
no producen la "respuesta final efectora" correspondiente a tal 
diferenciacion (ya sean los anticuerpos, la muerte celular o las cito- 
quinas que eliminan la infeccion viral de dichas celulas). Al unirse 
a los peptidos o epitopes especificos a sus respectivos recepto- 
res, se produce una rapida respuesta inmune caracterizada por 
la especificidad y diversidad de la misma, asociada a una pron- 
ta adquisicion de su capacidad efectora. Al producirse la union 
entre el peptido o el epitope y el receptor especifico, son escasas 
las celulas inicialmente involucradas: aproximadamente 1:1 000 a 
1 : 100 000. Dado que dicha cuantla es ciertamente insuficiente para 
lograr limitar la infeccion, es la estimulacion de celulas previamen- 
te no involucradas en la respuesta especifica la que lo permitira. En 
1 a 2 semanas el numero de linfocitos especificos para un determi- 
nado peptido o epitope se incrementa mas de 1 .000 veces merced a 
que linfocitos precursores adquieren la capacidad de dividirse, 
madurar y producir anticuerpos o citoquinas que limiten la in- 
feccion. Estos son los linfocitos activados, los que originaran 
clones "hijos" con la misma especificidad. 

Si bien se describiran a continuation separadamente los com- 
ponentes humoral y celular de la respuesta inmune adaptativa, es 
menester tener presente su interrelation: los LB son ayudados por 
una subpoblacion de celulas T y, en ciertas circunstancias, supri- 
midos por otra subpoblacion T. A su vez, determinadas celulas ci- 
totoxicas pueden ejercer sus efectos dependiendo de la presencia 
de anticuerpos como mediadores. En la figura 7.20 se muestra la 
cinetica de algunos de los componentes de la respuesta inmune in- 
nata y adaptativa. 

3. 1. Inmunidad humoral 

La respuesta serica de anticuerpos que se produce luego de un pri- 
mer contacto con un virus (respuesta primaria) es bifasica, presen- 
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tando un pico inicial a los 5 - 8 dias post-infection, seguido de otro 
a los 15-20 dias. 

Esto se debe a la aparicion secuencial de IgM y luego de 
IgG especlficas. La IgA aparece en suero en menor cantidad, des- 
pues de la IgM e IgG. La IgM decae a niveles no detectables en 
tiempos variables para cada infeccion viral, en general al cabo 
de 2 o 3 meses. Por ello, su detection permite frecuentemente 
realizar un diagnostico de infeccion reciente. Por el contrario, la 
IgG especlfica permanece en circulacion meses o anos, y a veces 
durante toda la vida (Figura 7.21). 

La intensidad y duracion de esta respuesta depende de la puerta 
de entrada y de la forma de diseminacion del virus. Si este se disemi- 
na mediante viremia, la estimulacion antigenica sera intensa y afec- 
tara a todo el tejido linfoide del organismo (ganglios, bazo, medula 
osea). Por ello, la respuesta de anticuerpos sera de gran magnitud. 
En las respuestas secundarias a las infecciones virales (reinfec- 
ciones) puede haber una respuesta anamnesica de IgM (de corta 
duracion), seguida de una importante produccion de IgG. 

Por el contrario, cuando el virus penetra por via mucosa y que- 
da restringido a ellas, por ejemplo, en infecciones respiratorias o 
intestinales, existira una produccion local de IgA secretoria, pero 
la respuesta serica sera de magnitud restringida. 

Cuando un antigeno se une especificamente al receptor B 
que lo reconoce (Ig asociada a la superficie de un LB), se inicia 
una cascada de transduction de senales, lo que promueve la di- 
vision celular. La progenie clonal se diferencia en celulas B de 
memoria de larga duracion y en plasmocitos efectores de vida 
media corta. Estos no sintetizan mas Ig para su union a la mem- 
brana plasmatica, sino que secretan al mismo anticuerpo (jmas de 
2000 moleculas por segundo!). 

Es menester destacar que la estimulacion producida por peque- 
nas dosis de antigeno(s) viral(es) durante periodos cortos induce la 
slntesis de IgM solamente. Una vez que el estlmulo cesa, el nivel 
de IgM disminuye hasta niveles no detectables. Por el contrario, la 
estimulacion viral intensa, induce la slntesis de IgM y luego de IgG 
e IgA. Al cesar dicha estimulacion, el nivel de IgM decae como en 
el primer caso, pero el de IgG se mantiene por periodos variables. 
Ante un segundo contacto con el mismo antigeno viral, en el pri- 
mer caso se producira nuevamente una respuesta primaria de IgM, 
mientras que en el segundo habra una respuesta inmune aumentada 
de tipo anamnesica. 

Se ha detectado IgA secretoria especifica antiviral en secre- 
ciones respiratorias, oculares, intestinales, genitales y en la leche 
matema. La IgA se sintetiza localmente en los nodulos linfoides 
de la submucosa. Muchos virus inducen la slntesis de IgA, como 
por ejemplo se observa en infecciones producidas por virus cuya 
puerta de entrada es respiratoria (influenza, miembros de la familia 
Paramyxoviridae, adenovirus, rubeola, etc.), o enterica (virus he- 
patitis A, rotavirus, etc.). 

La produccion local de IgA puede estimularse como conse- 
cuencia de infecciones naturales o de inmunizaciones por via mu- 
cosa (tal como se observa en la prevencion anti-poliomielltica em- 
pleando la vacuna Sabin). 

La respuesta de IgA sera mas intensa si se inmuniza con un virus 
capaz de replicar. En este caso habra produccion de IgA secretoria 
y tambien de IgA serica. Por el contrario, si el virus no es capaz de 
replicar y se inmuniza por via mucosa, la respuesta sera solamente de 
IgA secretoria y de escasa magnitud. Esto sucede en la administra- 
tion experimental por via mucosa de vacunas inactivadas. 

La IgA tiene importancia en la resistencia a reinfecciones con 
virus respiratorios. La leche materna, que contiene IgA especifica 
protege contra numerosos virus respiratorios y entericos, aunque 
recientemente se ha observado que la misma ejerce un efecto pro- 
tector diferenciado dependiente del sexo ante las infecciones vira- 
les respiratorias (vease el item 2 en este capitulo). 

3.1.1. Los anticuerpos en el control de las infecciones virales 

Los anticuerpos desempenan en las infecciones virales diversas 
funciones: 1) elimination de la infeccion primaria; 2) limitacion 


de la viremia; y 3) limitacion de la enfermedad y prevencion de las 
reinfecciones Algunos ejemplos del uso actual de los anticuerpos 
antivirales en la inmunizacion pasiva se exhiben en la Tabla 7.8. 

Como respuesta a los antlgenos virales circulantes o asocia- 
dos a celulas infectadas se pueden producir anticuerpos especificos 
contra todos los constituyentes inmunogenicos del virion con los 
que el organismo toma contacto. Los anticuerpos dirigidos contra 
constituyentes extemos del virion seran capaces de "neutralizar" la 
action del virion, por lo cual se denominan neutmlizantes. Estos 
anticuerpos estan dirigidos contra glicoproteinas y lipoproteinas 
(en los virus envueltos) y contra polipeptidos de la capside (en los 
virus desnudos). 

Los anticuerpos circulantes constituyen una barrera para evitar 
que los virus libres en el espacio extracelular o en la sangre, pue- 
dan alcanzar los organos que son bianco de la replication. Estos 
anticuerpos son habitualmente eficaces ante eventuales reinfeccio- 
nes, lo cual constituye el fundamento de la inmunizacion activa 
mediante vacunacion. Tambien la inmunizacion pasiva mediante 
la transferencia de anticuerpos especificos, permite disminuir la 
morbi-mortalidad de numerosas enfermedades virales. 

Cuando la infeccion viral es generalizada (sarampion, polio- 
mielitis, rubeola, etc.) la inmunidad especifica que se desarrolla 
luego de la infeccion es de larga duracion, en general de por vida y 
se debe a la presencia de anticuerpos neutralizantes en circulacion. 

Habitualmente, la inmunidad es tipo-especifica lo que signifi- 
ca que protege contra el mismo tipo antigenico, pero no contra se- 
rotipos diferentes, los que seran capaces de producir reinfecciones 
en ese hospedero. Cuando las infecciones quedan localizadas en las 
mucosas (por ejemplo en infecciones del tracto respiratorio), la IgA 
secretoria es la que previene la colonization y evita las reinfeccio- 
nes mediante la neutralization del virus infectante. Esta respuesta 
local de IgA es de corta duracion (1 a 4 anos); por ello se pueden 
producir reinfecciones por el mismo serotipo y se selecciona en la 
comunidad la circulacion de cepas que presentan mlnimas diferen- 
cias antigenicas: es el caso de las variaciones menores observadas 
en el genoma del virus influenza. 

La intrigante observation de que la pandemia de influenza que 
emergio en 2009 afectaba en menor medida a los individuos de 
mayor edad (especialmente los mayores de 60 anos), file resuelta 
mediante la dilucidacion de la estructura cristalografica de la hema- 
glutinina de esta cepa, la que en el sitio Sa (vertice del dominio de 
union al receptor celular) reseulto similar a la del virus pandemico 
de 1918, lo cual justifica la inmunidad observada en dicho grupo 
poblacional como consecuencia de la exposition a este ultimo. En 
la Figure 7.22 se observa el analisis cristalografico de la interac- 
tion entre el fragmento Fab de un anticuerpo neutralizante anti- 
hemaglutinina de la cepa productora de la pandemia de 1918 con la 
hemaglutinina especifica, asi como la reactividad cruzada de dicha 
Ig con la hemaglutinina de la cepa pandemica 2009. 

Ante una gastroenteritis por rotavirus se produce una respuesta 
inmune tanto homotlpica como heterotlpica. Esta ultima se atri- 
buye a la presencia de epitopes comunes en las protelnas VP4 y 
VP7 de la capside viral de diferentes serotipos o al efecto booster 
de un serotipo distinto del que produjo la primoinfeccion sobre la 
respuesta anamnesica hacia este. Es decir, los anticuerpos dirigidos 
contra el agente de la primoinfecion pueden atemperar la gravedad 
de subsiguientes infecciones por diversos serotipos de rotavirus; 
asimismo, el pasaje pasivo de anticuerpos IgA anti-rotavirus a tra- 
ves de la secretion lactea matema se asocia tambien a proteccion. 

Sin embargo, la presencia de anticuerpos parecerla no asegurar 
la proteccion a la reinfection con cepas homologas o heterologas 
del HCV. En la infeccion causada por este agente, se ha demos- 
trado que simultaneamente coexiste en un mismo individuo una 
mezcla heterogenea de genomas virales viables con una secuen- 
cia nucelotldica predominante y un amplio espectro de mutantes 
relacionadas, una distribution genomica poblacional conocida 
como cuasiespecies. La actividad de la RNA polimerasa viral sin 
capacidad de corregir errores (carece de proof reading o lecture de 
prueba) conlleva el riesgo de acumular mutaciones, las que han 
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sido calculadas en 1,44 x 10' 3 por sitio y por ano. Estas variaciones 
genomicas con traduccion fenotfpica -sobre todo en las regiones 
hipervariables, por ejemplo presentes en la envoltura viral- tienen 
relevancia tambien en la patogenia, ya que podrian constituir un 
mecanismo de escape a la vigilancia inmunologica. Mas aun, estu- 
dios realizados en chimpances demostraron la falta de protection 
cuando estos son inoculados con cepas diferentes del mismo virus, 
aun en presencia de anticuerpos anti-HCV inducidos durante in- 
fecciones previas. Este concepto de evolution de especies implica 
un serio obstaculo hacia el desarrollo de vacunas para hepatitis C 
en un future proximo, que esten basadas en la induction de una 
respuesta inmune dirigida hacia la envoltura del virus homonimo. 
Dado que un 10 - 25% de los individuos infectados con HCV que 
son sometidos a trasplante hepatico evolucionan a la cirrosis del 
organo reinfectado dentro de los 5 anos, en 2009 se propuso el em- 
pleo de anticuerpos monoclonales de origen humano y con arnplia 
actividad neutralizante ( broadly neutralizing antibodies) frente a 
cepas del HCV de diversos genotipos. Dichos anticuerpos neutra- 
lizantes estan dirigidos contra un peptido de la glicoproteina E2 de 
la envoltura viral y constituyen una promisoria futura alternativa a 
explorar para la inmunizacion pasiva de estos pacientes. 

Como se describe en el capitulo 8 (Evasion a la Respuesta in- 
mune) la variation genomica del HIV constituye -entre muchos 
otros- tambien un impedimento para lograr un inmunogeno capaz 
de inducir una respuesta protectora contra los diferentes epitopes 
de los distintos subtipos y formas circulantes recombinantes hasta 
hoy identificados. La muy reciente identification de epitopes lo- 
calizados en las espiculas de la envoltura viral (correspondientes 
-por ejemplo- al sitio de union al receptor CD4, o al de union a 


correceptores del virus, as! como a regiones variables de los bucles 
(loops) de la glicoproteina de envoltura gpl20, a un nuevo epitope 
superpuesto al sitio de union a CD4 y a un dominio extemo de 
gpl20) que inducen (solo en un minimo porcentaje de la poblacion 
infectada con HIV) la formation de anticuerpos neutralizantes de 
alta afinidad y "amplia" reactividad con adecuada potencia contra 
cepas del HIV filogenetica y antigenicamente distantes, abre una 
nueva perspectiva para la elaboration de una proxima vacuna con- 
tra dicho virus, as! como para el desarrollo de anticuerpos mono- 
clonales, potencialmente utiles como profilaxis pasiva. 

3.1.2. Mecanismos de neutralization 

La neutralization se define como la perdida de la infectividad cau- 
sada por los anticuerpos. 

El mecanismo de neutralization viral no se conoce con exactitud 
pero la interaccion virus - anticuerpo puede actuar en uno o mas de los 
siguientes pasos de la replicacion: 1) inhibiendo la adsorcion del virion 
a receptores o correceptores celulares, lo cual impide la penetration; 
2) inhibiendo la decapsidacion; 3) provocando la lisis inmune de los 
virus envueltos mediante anticuerpos y C, activado por la via clasica; 
4) promoviendo la agregacion viral para favorecer la captation por 
celulas fagociticas con receptores para Fc; y 5) inhibiendo la fusion 
entre la envoltura de los virus que la poseen y la membrana endoso- 
mal (lo que impide la ulterior liberacion de las ribonucleoproteinas al 
citosol), la replicacion viral (mediante el disparo de senales celulares) 
y posiblemente su liberacion y propagation celula-celula mediante 
impedimentos estericos. En los casos en que la celula fuere infectada, 
los anticuerpos tambien pueden participar en la citolisis inmune o en 
la elimination viral por mecanismos mediados por Fc. 



Figura 7.23. Interaccion entre la proteina de superficie VP7 de rotavirus y el fragmento Fab de un anticuerpo monoclonal neutrall- 
zante. A. Crioelectromicroscopia del serotipo G3 del rotavirus del mono Rhesus. Se observan las proteinas internas (VP2 y VP6) y las de 
superficie (VP4 -que genera por clivaje VP5 y VP8- y VP7). La barra indica 10 nm. B. Diagrama de la estructura primaria de VP7: incluye la 
secuencia serial (aa 1-50) y dos dominios (I y II) en el mismo color que en la figura C. Los extremos C- y N- terminal, desordenados en la 
estructura cristalografica, se observan en gris oscuro. Se indican tambien las posiciones aminoacidicas de los puentes disulfuro que ocu- 
rren entre residuos de cisteina en la misma cadena peptidica. C. Diagrama de la estructura trimerica de VP7, como si se observara sobre 
la superficie de la particula viral. Solo una molecula esta coloreada en amarillo (dominio I) y en naranja (dominio II en lamina plegada). Dos 
bolillas coloreadas en azul indican los iones de Ca*+. D. Interaccion entre VP7 y el fragmento Fab de una Ig con actividad neutralizante, 
mostrando la interfase entre ambos y los iones de Ca ++ unidos a la proteina viral. En rojo se observa la cadena liviana (L) y en celeste la 
pesada (H). Se indican los aminoacidos vinculados con la interaccion con los iones Ca ++ . El anticuerpo atraviesa la interfase de la estruc- 
tura trimerica estabilizandola, e impide el desnudamiento, fundamento de la neutralization de este virus. Fuente: Aoki ST et al.; Science 
324:1444-1447, 2009. Reproducido con autorizacion. 
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El mecanismo de neutralization que impide la decapsidacion 
del rotavirus fue recientemente dilucidado al conocerse la estruc- 
tura cristalografica de la interaction entre la glicoproteina de su- 
perficie VP7 del rotavirus y el anticuerpo especifico. Se sabia que 
el virus requiere la perdida de la estructura trimerica de dicha gli- 
coproteina (probablemente como consecuencia de la remocion de 
iones Ca ++ ) para gatillar el anclaje de la otra proteina de superficie 
(VP4) en la superficie celular y promover cambios conformacio- 
nales en esta que faciliten la subsiguiente union a las membranas 
endosomales. El fragmento Fab monovalente de un anticuerpo mo- 
noclonal dirigido contra VP7 es suficiente para neutralizar al virus. 
Se une a la estructura trimerica de VP7 estabilizandola (aun ante 
bajas concentraciones de Ca ++ que promoverian la disociacion), e 
impidiendo el subsiguiente initio de replication (Figura 7.23). 

El primer paso es la union del anticuerpo a la superficie del 
virion, seguido de un cambio conformacional en ambos reactivos. 
La superficie viral posee estructuras indispensbles para mantener la 
infectividad de las partlculas, denominadas sitios crlticos y otras, 
importantes para mantener la integridad estructural que se deno- 
minan sitios "no crlticos". Algunos virus poseen un solo sitio crl- 
tico (bacteriofago T), otros poseen multiples sitios (influenza) y 
en otros toda la superficie se considera critica para la infectividad 
(virus mosaico del tabaco). 

Los sitios crlticos son los blancos para los anticuerpos neu- 
tralizantes y su numero, tamano y localization en el virion tienen 
importancia en la reaction de neutralization. Si el anticuerpo esta 
dirigido contra un sitio no crltico, cuando aquel se una al virion, 
este retendra su infectividad. 

Actualmente, se estan desarrollando numerosas vacunas com- 
puestas por subunidades del virion. Para que estas vacunas sean 
efectivas deberan contener el sitio critico para la induction de anti- 
cuerpos neutralizantes. Para el virus influenza A se observo que es 
fundamental mantener la integridad antigenica de dos glicoprotel- 
nas de envoltura, la hemaglutinina y la neuraminidasa; en el virus 
causante de la fiebre aftosa (virus que afectan al ganado) solo una 
de las cuatro proteinas de la capside (VP1) es importante en la in- 
duction de anticuerpos neutralizantes. 

Cuando los anticuerpos neutralizantes se unen a las partlculas vira- 
les se produce una agregacion de las mismas y por lo tanto se disminuye 


la infectividad. Por ello, la agregacion es un mecanismo de neutraliza- 
tion, aunque esto es dependiente de muchos factores, tales como con- 
centration viral, tamano de la partlcula, tipo de anticuerpos, etc. 

En algunas ocasiones (por ejemplo, en el suero de etapas tem- 
pranas de la infection, conteniendo anticuerpos de baja afinidad) es 
posible disociar las partlculas y recuperar la infectividad. En otros 
casos, puede persistir la infectividad: es la fraction persistente aun 
en presencia de exceso de anticuerpos (anticuerpos no neutralizan- 
tes), hecho que se atribuye a diversos factores como agregados de 
partlculas, anticuerpos de baja afinidad o factores estericos. Estas 
fracciones persistentes se observan en pacientes infectados con 
HBV o con EBV. 

Existen factores accesorios en la neutralization viral que 
ayudan a los anticuerpos en dicha funcion. Dentro de ellos, el 
mas importante es el C, debiendose mencionar tambien los de- 
nominados factores reumatoideos. 

El C al unirse a los anticuerpos, a su vez unidos a una partlcula 
viral, puede producir una "virolisis inmune" (Figura 7.24) o bien 
puede provocar alteraciones en la superficie de las partlculas y/o 
agregacion de las mismas. Las partlculas opsonizadas (del griego 
opson, condimento, adobo) y agregadas son mas facilmente fago- 
citadas por los macrofagos. De all! la denomination de opsoninas 
con que Sir Almroth Wright denomino en 1903 a los anticuerpos 
que preparaban las bacterias como un alimento para las celulas 
fagociticas, las que incrementaban asombrosamente su actividad 
en presencia de aquellos. Ese descubrimiento sento nuevas bases 
para establecer la estrecha vinculacion entre la respuesta innata y 
la adaptativa. 

Los anticuerpos antivirales, unidos a las membranas de las 
celulas que expresan antigenos virales tambien pueden activar 
el C, y como consecuencia, lisar las celulas infectadas. 

El sistema del C puede ser activado por la via clasica: las 

celulas infectadas cubiertas con anticuerpos promueven la activation 
de Cl y subsiguientemente la cascada de fenomenos de clivaje en- 
zimatico que culminan con la formation de un gran complejo multi- 
molecular (C5, C6, C7, C8 y C9). Sin embargo, la lisis celular no 
se produce si la via de activation alternativa del C esta alterada, 
indicando la incapacidad de la via clasica para lisar las mismas 
per se. Los anticuerpos no son requeridos para la activation por la 



Figura 7.24. Disruption de una partlcula del virus de la corimeningitis linfocitaria (LCM) mediante anticuerpos y complemento. 
Imagen histories de microscopia electronics de una partlcula tratada con: A. suero normal control; B. suero de cobayo conteniendo 
anticuerpos anti-LCM e inactivado por calentamiento a 56° C durante 30 min. (elimina la actividad del sistema complemento); C-F. suero de 
cobayo conteniendo anticuerpos anti-LCM . Notese la hinchazon y ruptura de la estructura del virion tratado con anticuerpos especificos y 
complemento. Las flechas indican los sitios de disruption de la envoltura viral, desde donde se libera material del Core. Fuente: Welsh, et 
ah Virology. 73: 59-71, 1976. 
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via alternativa del C. Sin embargo, paradojicamente, la IgG podria 
participar en este sistema aumentando el deposito de C3b sobre la 
superficie celular, lo cual generaria mas sitios para el clivaje de C5 y 
el posterior ensamble e insertion del complejo C5b-9, con la consi- 
guiente lisis celular. A este fenomeno se suma la respuesta inflama- 
toria producida por diversos factores que se liberan en la activation 
del C (factores quimiotacticos, anafilotoxinas, etc.), el aumento de la 
fagocitosis, y la presencia de celulas NK, entre otros. 

No existe relacion definida entre subclases de Igs y proteccion 
contra la infeccion viral en el SNC. Mientras que en la infeccion 
experimental con el virus coriomeningitis linfocitaria (LCM) la 
proteccion se confiere mediante la IgG 2a, en la infeccion con vi- 
rus rabia puede conferirse esa proteccion mediante IgGl, IgG 2a 
o IgG 2b. 

Importancia de los anticuerpos pre-existentes 

Espacialidad 

La presencia previa de anticuerpos neutralizantes contra un deter- 
minado virus puede proteger contra los efectos de una reinfeccion 
(una nueva enfermedad) por dicho agente. Sin embargo, ello no es 
asi, por ejemplo, si el virus es capaz de variar su estructura exter- 
na o de ingresar a un nuevo organismo vehiculizado en el interior 
de otras celulas (como ocurre -por ejemplo- en la transmision del 
HIV luego de una relacion sexual). Los anticuerpos preformados 
no necesariamente previenen la reinfeccion, y tal vez la disemina- 
cion, desde una mucosa epitelial, pero si limitan la diseminacion 
distal a organos bianco claves en la patogenesis de la enfermedad. 

La comprension de este evento es crucial para entender las 
razones de la eficacia de ciertas vacunas utilizadas para prevenir 
infecciones sistemicas como las producidas por los virus polio y 
sarampion. 

En contraposition, en aquellas patologlas en las que la enfer- 
medad es consecuencia de la afectacion del epitelio de una mucosa 
al producirse exclusivamente alii la replicacion viral, la proteccion 
conferida por los anticuerpos depende del nivel que tengan en 
dicha superficie. El mismo es potencialmente dependiente de los 
plasmocitos que secretan Igs en ella, de la eventual existencia de 
elevados niveles sericos de Igs que se "derraman" (extravasan) a 
traves de la superficie mucosa, o del transporte activo de IgA espe- 
cifica a traves de la misma. 

Neutralization viral intracelular 

Ya ha sido mencionado que la neutralization ocurre habitualmente 
cuando anticuerpos dirigidos contra sitios criticos de la superficie 
viral reaccionan contra ellos inhibiendo la infectividad viral. 

Sin embargo, en anos recientes, un nuevo capltulo ha sido 
abierto ante la posibilidad de que anticuerpos pudieran actuar no 
solo en espacios extracelulares, sino tambien en el interior celular. 

Este evento fue inicialmente documentado in vitro en celulas 
de neuroblastoma infectadas con virus rabia, y luego tratadas con 
un anticuerpo monoclonal especifico -pero no con otros- lo que 
promovio la finalization de la production de virus precedida por 
una inhibition de la slntesis proteica viral. Esta inhibition ocurre a 
nivel de la transcription del RNA viral, lo cual sugiere un efecto de 
restriction de la expresion genica. Otros estudios in vitro realiza- 
dos en la decada de 1990 utilizando cultivos de celulas de glioblas- 
toma persistentemente infectadas con vims sarampion que fueron 
tratados con anticuerpos especificos policlonales han demostrado 
una inhibition de la slntesis viral. El virus induce un aumento de 
la fosforilacion proteica celular mediada por la protelna quinasa C 
(PKC), la que es necesaria para su replicacion. Si dicha enzima es 
inhibida mediante farmacos, la production de progenie viral libera- 
da disminuye. En forma analoga, el tratamiento de los cultivos con 
anticuerpos policlonales anti-vims sarampion limita la replicacion 
viral, mediante la inhibition de la PKC. No se ha establecido aun si 
este efecto antiviral es ejercido a traves de la interaction entre las 
proteinas virales de superficie -que actuarian como receptor- y los 
anticuerpos especificos -que proveerian una serial externa-, o si la 
action de estos ultimos se produce recien despues de su (eventual) 
internalization. 


Este evento cobra especial relevancia in vivo cuando en una 
misma celula cohabitan proteinas virales e inmunoglobulinas. Ello 
ocurre por ejemplo, cuando en el interior de una celula epitelial de 
una mucosa se sintetizan proteinas virales, al tiempo que transitan 



Figura 7.25. Localization de la gammaglobulina hiperinmune an- 
ti-hepatitis B (HBIG) y de proteinas del HBV en celulas HepAD38 
transfectadas en forma estable e inducible con el genoma viral. 

La sintesis de dichas proteinas virales solo acontece al removerse 
el represor (tetraciclina) del medio de cultivo, ya que su presencia 
inhibe la actividad del promotor del cual depende la sintesis de RNA 
pregenomico viral. Al dia 12, las celulas HepAD38 tratadas con HIBG 
se fijaron y procesaron mediante IF. Las celulas se incubaron con an- 
ticuerpos anti-Pre-S2 del HBV seguido del tratamiento con anticuer- 
pos anti-IGs humanas conjugadas con fluoresceina y con anticuerpos 
monoclonales anti-IGs de raton conjugados con Rojo de Texas. A. La 
captation de HBIG (flechas) en el citoplasma de las celulas tratadas 
con HBIG se detecta mediante tincion fluorescente. B. Las celulas no 
tratadas con HBIG no exhiben imagenes fluorescentes, ante identicas 
condiciones de captura de imagenes a las del cuadro "A”. C y D. El 
deposito de HBIG o la expresion de PreS-2 se observan -respecti- 
vamente- en cada cuadro, en el citoplasma de las mismas celulas 
indicadas por flechas. E. La superposition de imagenes obtenidas 
mediante las dos fluorosondas (flechas) confirma la colocalizacion de 
la protelna viral y el anticuerpo anti-HBs. F. Detection de la protelna 
del Core de HBV mediante anticuerpos policlonales. Las flechas in- 
dican las senales positivas en cada cuadro. Como resultado de esta 
interaction ente las proteinas virales y los anticuerpos especificos 
anti-HBs se produce una neutralization intracelular, que disminuye 
significativamente la liberation de HBsAg al medio extracelular. Fuen- 
te: Schilling et al: Journal of VrologyU : 8882-92, 2003. Reproducido 
con autorizacion. 
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hacia la superficie celular moleculas de Igs (por ejemplo, IgA). En 
este evento de transcitosis, estos anticuerpos pueden interactuar - 
aun con detenninantes antigenicos de sitios no crlticos, por ejem- 
plo, de protemas intemas o bien no estructurales- lo que puede 
conducir a la perturbation de la replicacion viral, impidiendo la 
smtesis de la progenie. Elio ha sido demostrado en infecciones ta- 
les como las producidas por rotavirus en el epitelio intestinal, la 
que es inhibida por anticuerpos IgA dirigidos contra protemas de 
la capside interna (VP2 y VP6) o la del virus sarampion donde la 
IgA puede participar tanto en la neutralization intracelular como 
en la exclusion inmune al ingreso viral a la celula y en la excretion 
viral, dependiendo de la protefna viral sobre la que actua dicha IgA 
(protemas H, N o F). 

Asimismo, se ha demostrado in vitro que diversas llneas hepatocita- 
rias humanas poseen receptores para IgG, la que luego de ser endocitada, 
colocaliza con antigenos de superficie del virus (HBs Ag), promoviendo 
su neutralization intracelular. La interaction entre el HBsAg "salvaje" 
y la Ig hiperinmune especifica a nivel intra-hepatocito esta asociada a la 
emergencia de variantes de escape (HBsAg mutado) a dichos anticuer- 
pos. Este hallazgo tiene especial relevancia en la emergencia de varian- 
tes mutadas ante situaciones medicas tales como la profilaxis contra la 
hepatitis B en individuos trasplantados (Figura 7.25). 

Como consecuencia del interes por estudiar la replicacion viral 
y consiguientemente, definir nuevas estrategias para su inhibicion, 
se desarrollaron aproximaciones de inmunizacion intracelular 
mediante el uso de fragmentos variables de cadena unica de las 
Igs o scFv ( Single-Chain Variable Fragment). Estas son molecu- 
las correspondientes al dominio variable de la cadena liviana de un 
anticuerpo, unido mediante un peptido corto al dominio variable 
de la cadena pesada, por lo cual pueden interactuar con antigenos 
especificos luego de expresarse (segun la construction genetica 
utilizada) en el RE, la mitocondria, o el nucleo. Estos anticuerpos 
intracelulares de cadena unica (construidos en el laboratorio) 
que se expresan y funcionan dentro de una celula, se denomi- 
nan intracuerpos. Han sido evaluados en la inhibicion in vitro 
de virus tales como HIV, HCV, HBV, HPV, influenza, herpesvirus, 
flavivirus, y rotavirus. En 2009, por vez primera se documento la 
utilization de una nueva generation de intracuerpos que reco- 
nocen dominios linicos y son denominados VHH. Corresponden 
a la fraction variable de la cadena pesada de un anticuerpo con- 
ventional (carecen de cadena liviana) y son capaces de reconocer 
(a diferencia de los anticuerpos convencionales) los dominios mas 


pequenos de un antigeno determinado (por ejemplo, un bolsillo en- 
zimatico o "valles" hendidos entre extremos protruyentes de pro- 
temas, etc.). Su estructura es mas simple y mas pequena que la de 
los scFv (11-15 kDa), ya que son mucho mas hidrofilicos, por lo 
que son mas solubles y su expresion aumentada y mas estable 
en sistemas heterologos. Estos intracuerpos VHH son construc- 
ciones experimentales que utilizan llamas (camelidos) inmuniza- 
das -en el caso arriba mencionado, lo fueron con HBsAg- para 
generar una biblioteca genetica que codifica anticuerpos especifi- 
cos a expresarse (exponerse) mediante ingenieria de protemas en 
bacteriofagos filamentosos, metodologia conocida como "phage 
display" . Los VHH han sido exitosamente probados in vitro e in 
vivo por primera vez en 2009, en mamiferos que experimental- 
mente expresan HBV, habiendose logrado una reduction de 10- 
100 veces de los niveles de viremia. Estos hallazgos constituyen 
una promisoria herramienta a evaluar entre los potenciales futures 
ensayos terapeuticos en individuos infectados por HBV. 
Temporalidad 

La existencia de anticuerpos neutralizantes preformados tiene ob- 
vias implicancias en la prevention de la enfermedad, tal como se 
explico anteriormente. 

En una infection determinada los anticuerpos especificos estan 
ausentes en la etapa previa a la seroconversion y pueden desapare- 
cer con el devenir del tiempo (serorreversion). 

La production de anticuerpos por perlodos prolongados puede 
ocurrir en presencia o ausencia de estfmulos diversos. Entre los es- 
timulos conocidos deben mencionarse: a) la reexposicion al virus; 

b) la persistencia de la infection en celulas foliculares dendriticas; 

c) la reaction crazada con antigenos propios o del medio ambiente; 
y d) las redes idiotipicas. Aun en ausencia de estimulos antigeni- 
cos, la duration de los plasmocitos en la medula osea coadyuva a la 
production de anticuerpos por perlodos prolongados. 

En la Tabla 7.9 se indica la duration de la inmunidad humoral 
conferida por algunos anticuerpos especificos dirigidos contra cier- 
tos virus causantes de infecciones agudas. 

Sin embargo, debe tenerse en euenta que si bien la presen- 
cia de anticuerpos especificos pre-existentes es muy importante 
para la prevention de los efectos de las reinfecciones (o sub- 
siguientes infecciones si se tratara de la respuesta generada a 
traves de la inmunizacion activa), mas aun lo es la presencia 
de linfocitos B de memoria. Valga mencionar como ejemplo de 
ello, los menores tltulos de anticuerpos anti-polio generados por 


Ejemplo 

Familia viral 

Duration en anos 

Duration en meses 

INFECCIONES AGUDAS SISTEMICAS INTRODUCIDAS POR VIA PARENTERAL 


Dengue 

Flaviviridae 

32 


Fiebre amarilla 

Flaviviridae 

75 


INFECCIONES AGUDAS SISTEMICAS INTRODUCIDAS POR VIA MUCOSA 


Sarampion 

Paramyxoviridae 

65 


Parotiditis 

Paramyxoviridae 

12 


Polio 

Picornaviridae 

40 


Hepatitis A 

Picornaviridae 

25 


Rubeola 

Togaviridae 

14 


Vaccinia 

Poxviridae 

15 


Viruela 

Poxviridae 

40 


INFECCIONES AGUDAS DE LAS MUCOSAS ENTERICA O RESPIRATORIA 


Influenza 

Orthomyxoviridae 


30 

Virus sincicial respiratorio 

Paramyxoviridae 


3 

Rotavirus 

Reoviridae 


12 


Tabla 7.9. Duration de la respuesta inmune humoral a infecciones agudas virales en el ser humano. 
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la vacuna inactivada Salk, respecto a los inducidos por la vacuna 
atenuada Sabin. Sin embargo, el efecto protector generado por la 
primera es absoluto, tal como se documento en los paises escandi- 
navos, donde fue utilizada como unica fuente vacunal para erradi- 
car la circulation del virus polio salvaje con un exito total. 

En modo analogo, en nuestros dias, la aplicacion de la vacuna 
para prevenir la hepatitis B genera en individuos respondedores 
anticuerpos anti-antigeno de la superficie viral (anti-HBs). Si dicho 
titulo es igual o superior a 10 UI/1 se considera protector. Sin em- 
bargo, en aquellos individuos que hubieran respondido a la vacuna 
con titulos superiores al mencionado valor, y que exhiben con el 
devenir del tiempo una diminution de los mismos por debajo de 
10 UI/1, no necesitan la administration de una dosis de refuerzo, 
debido a la observation de que la memoria inmunologica es sufi- 
ciente para promover una nueva respuesta secundaria protectora. 

En la Tabla 7.8 se indican algunos ejemplos donde la adminis- 
tracion de Igs especificas o plasma conteniendolas permite prote- 
ger al hospedador frente a la infection viral. 

3.2. Inmunidad celular adaptativa 

Diversos factores generales tales como el numero de LT que par- 
ticipan de la respuesta inmune (respuesta fuerte o debil), el nu- 
mero de epitopes reconocidos (respuesta multiespecifica u oligo 
o monoespeciflca), la funcionalidad y la duration de dicha res- 
puesta, asi como la sensibilidad de los LT (vease mas adelante) 
determinan el desenlace de una infection viral (Figura 7.26). 
La mayorfa de los LT maduros expresan un TCR a(3 que reconoce 
peptidos presentados en la superficie de las CPA a LT CD8 + rne- 
diante el CMH de clase I o a LT CD4* mediante el CMH de clase 
II. Esta ultima poblacion comprende diversas celulas ayudadoras 
Th (T helper), regulatorias (Treg y relacionadas), celulas de me- 
moria antigeno-especificas (CD4* CD44 bright IL-2R(3 + ) que exhiben 
un lento recambio y requieren IL-15 para su proliferation y so- 
brevida, y celulas memoria-simil (CD4 + CD44 hi IL-2Rp low ) cuya 
funcion aun no ha sido dilucidada. A continuation, solo se descri- 
biran brevemente los LT ayudadores y reguladores mas relevantes, 
y subsiguientemente, los LT CD8 + con actividad citotoxica (CTL). 

3.2.1. Linajes de LT CD4 + de ayuda 

Hasta el presente se reconocen diversos linajes dentro de esta po- 
blacion: son las celulas Thl, Th2, Thl7 y Treg. Asimismo, otras 
subpoblaciones como las Tfh, Th9, Trl y Th3 han sido propuestas, 
aunque se investiga si son -en realidad- sublinajes de algunas de 


las cuatro mencionadas precedentemente (Figura 7.27). Las celulas 
CD4 + participan en la colaboracion que los LT brindan a los LB 
para la production de anticuerpos, la maduracion de la afinidad 
de los mismos y la realization del cambio isotipico IgM — > IgG; 
tambien reclutan y activan CTL CD8 + , macrofagos, neutrofilos, 
eosinofilos, basofilos y otras celulas efectoras. 

En 1986 Coffman y Mosmann establecieron la existencia de 
dos poblaciones de LT de ayuda: los Thl y los Th2. Las celulas 
Thl producen IFN-y, relevante para activar macrofagos y limitar 
las infecciones por patogenos intracelulares como los virus. Las 
celulas Th2 se asocian a la production de, IL-4. IL-5, IL-10 e 
IL-13. Esta subpoblacion colabora en la production de IgE, el re- 
clutamiento de eosinofilos y es importante para limitar las infeccio- 
nes por patogenos extracelulares. Ante el descubrimiento de que la 
IL-23 consta de una subnidad comun a la IL-12 (p40), se establecio 
que algunas enfermedades inicialmente atribuidas a la participa- 
tion de la poblacion Thl, eran en realidad mediadas por celulas 
que respondlan a la IL-23, constituyendo una nueva estirpe: 
la de los LThl7. Estas celulas producen IL-17a, IL-17f, IL-21 
e IL-22. Ademas del rol en enfermedades autoinmunes, estos LT 
participan en la respuesta inmune contra bacterias extracelulares 
y hongos. 

Las celulas Treg tienen la capacidad de limitar la respuesta T, 
evitando fenomenos autoinmunitarios, promover la tolerancia a los 
antrgenos propios y -en ciertas circunstancias- inducir la respuesta 
inmune. En esta poblacion, se consideran 2 grupos: las Treg na- 
turales que provienen del timo (celulas CD4 + CD25 + FoxP3 + que 
egresan de esta glandula con dicha capacidad) y las T regulatorias 
inducibles Th3 y Trl (que ante el contacto con el antigeno en los 
organos linfaticos secundarios adquieren dicho potencial). Las ce- 
lulas CD4 + CD25 + FoxP3 + ejercen su efecto mediante el contacto 
directo con las celulas T efectoras (Thl, Th2 y CD8 + ), mientras 
que las Th3 lo hacen mediante la secretion de TGF-(3 y las Trl me- 
diante la liberation (fundamental) de IL-10 y tambien de TGF-|3. | pj | 

Se ha documentado que estos 4 principals linajes de LT expresan 
factores de transcription especificos (Figura 7.27). En contraposi- 
tion, las estirpes Th3,Trl, Th9 y Tfh carecen de un perfil propio de 
production de citoquinas, al tiempo que tambien utilizan algunos 
de los factores transcripcionales de los linajes Thl, Th2, Thl7 y 
Treg, por lo cual aun no se ha establecido si corresponden a subpo- 
blaciones de estas, o si son estirpes celulares disimiles. 

LTh3. La tolerancia inmunologica oral se asocia a celulas pro- 
ductoras de TGF-(3 con fenotipo CD4 + LAP* ( Latency Associated 
Peptide ; peptido asociado a la latencia, al cual se unen en la superfi- 


RESPUESTA INMUNE ANTIVIRAL DE LOS LINFOCITOS 
T CITOTdXICOS 
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POOCIONAL 



Figura 7.26. Evolucion de una infeccion viral en funcion de la respuesta inmune antiviral mediada por LT citotoxicos especificos. 
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cie de la membrana plasmatica moleculas de TGF-(3) CD25‘ desig- 
nadas Th3. Sin embargo, la mayorla de las Tregs activadas produce 
dicha citoquina. Existen celulas productoras de TGF-|3 que tambien 
sintetizan IL-4 e IL-10, aunque aquellas que producen la maxima 
cuantla de TGF-P no lo hacen. Aproximadamente un 40% de las Th3 
son FoxP3 + , lo que implica que existe una subpoblacion con funcion 
Treg y otra diferente que no lo es, cuya funcion se desconoce. 

Celulas Trl. Si bien se asocio inicialmente a la IL-10 con las 
celulasTh2, subsiguientemente se constato que tambien la produ- 
cen celulas con funcion regulatoria CD4 + mayoritariamente FoxP3' 
denominadas Trl, aunque tambien lo hacen otras LT regulatorias 
convencionales (FoxP3 + ). La IL-10 es tambien producida por ce- 
lulas Thl y Thl7, que regulan negativamente su propia funcion. 
Consiguientemente, es posible que las Trl en realidad sean repre- 
sentantes de un subconjunto de las Treg, Thl, Th2 y Thl 7 que li- 
rnitan la respuesta inmune mediada por las mismas para evitar el 
dano hlstico. 

Celulas Th9. Aunque la produccion de IL-9 se asocio ini- 
cialmente a la respuesta Tli2, esta citoquina es tambien producida 
por las Tregs inducibles y las Thl 7, desconociendose si lo hacen 
tambien las Thl. La produccion de esta citoquina en celulas CD4 + 
naive puede inducirse mediante la estimulacion de TGF-P e IL-4, 
la que requiere del factor transcripcional GATA-3. 

Celulas Tfh. Si bien inicialmente se las considero un linaje 
separado, no esta aun dilucidado si estas celulas corresponden a 
un estado particular de las celulas Thl, Th2 o Thl7o si se generan 
a partir de celulas CD4 + naive que -ante determinados estrmulos- 
pueden expresar IFN-y, IL-4 6 IL-17a, al migrar a las zonas foli- 
culares B-dependientes. Estas celulas expresan elevados niveles de 
Bcl-6, aunque se desconoce si existe participacion de factores de 
transcripcion tales como T-bet y GATA-3. 

Heterogeneidad y plasticidad de los LT CD4* 
y modulation de la respuesta inmune 

La heterogeneidad esta dada no solo por los diversos linajes, sino 
tambien por los diferentes perfrles de citoquinas que cada uno de 
ellos puede adquirir en sus clones constituyentes en diversas etapas 
del desarrollo o en un momenta determinado. La plasticidad radica 
en que -dentro de ciertos limites- los diversos linajes no total- 
mente maduros pueden virar hacia otro o hacia un fenotipo mix- 
to (Figura 7.27). Esto es especialmente valido para los linajes Thl 
y Th2. En contraposicion, el linaje Thl7 posee una capacidad 
plastica superior, ya que aun las celulas maduras pueden estimu- 
lar la expresion de factores transcripcionales criticos como T-bet y 


GATA-3, lo que les pennite la smtesis simultanea tanto de IL-17 con 
IFN-y, como de IL-17 con IL-4. A su vez, las celulas Tregs pueden 
expresar IFN-y e IL-17 al promover la sobreexpresion de los facto- 
res transcripcionales especlficos de los mencionados linajes (T-bet y 
RORyt). Se ha documentado que una celula detenninada correspon- 
diente a un linaje dado, no produce simultaneamente todas las cito- 
quinas correspondientes al mismo. Por ejemplo, el linaje Thl puede 
producir IFN-y, linfotoxina a, TNF-a, e IL-2, aunque solo raramente 
una celula produce la totalidad de las mismas en un momenta dado. 
Sorprendentemente, algunas celulas Thl pueden adquirir tambien la 
capacidad de producir IL-10 simultaneamente con IFN-y. En modo 
analogo, las celulas Tli2 pueden producir diferencialmente IL-4, IL- 
5, IL-13 y probablemente IL-25, y las Thl7 producir diversas com- 
binaciones de IL-17a, IL-17f, IL-21 e IL-22. 

En smtesis, las celulas Thl y Th2 son heterogeneas y exhi- 
ben cierto grado de plasticidad, siendo las Thl 7 las que ostentan 
el maximo grado de dicha plasticidad, lo que sugiere que no serfan 
celulas terminalmente diferenciadas. Esta reprogramacion de la 
funcionalidad de los LT CD4 + de ayuda posee una extraordi- 
naria importancia, ya que su potencial manipulation conlleva la 
apasionante posibilidad de modular la respuesta inmune en situa- 
ciones tan disimiles como las infecciones, los eventos de autoin- 
munidad o los tumores. 

3.2.2. Linfocitos T citotoxicos (CTL) 

Estas celulas reconocen a traves del receptor de linfocitos T -por 
ejemplo, expresado sobre la superficie de la membrana celular in- 
fectada- un producto del antrgeno viral procesado, asociado a una 
molecula de clase I del CMH. Tambien se ha demostrado en el ser 
humano que una minorfa de CTL esta tambien restringida por mo- 
leculas de clase II del CMH. 

El significado operacional de este fenomeno de restriction ejer- 
cido por las moleculas del CMH es que los CTL migran hacia sitios 
donde reconocen celulas infectadas como "no propias”, pero no pue- 
den ser bloqueados o estimulados en su actividad por la presencia 
de virus libre en sangre u otro fluido. Como ya fuera expresado, los 
viriones libres, en cambio, son controlados por los anticuerpos neu- 
tralizantes, los que pueden producirse en exceso rapidamente. La 
velocidad de la respuesta de los CTL es dependiente del porcentaje 
de LT precursores y del tiempo de duplicacion de los LT efectores. 

iComo actiian los CTL? 

Al no ser totalmente maduros, los LT CD8 + virgenes que migran desde 
el timo son capaces de reconocer celulas que expresan peptidos no 



Figura 7.27. Linajes de linfocitos T CD4 l Las subpoblaciones Thl, Th2, Th17 y Treg exhiben caracteristicas fenotipicas y funcionales 
definidas. Las poblaciones Tfh, Th9, Trl y Th3 estan siendo aun evaluadas, para determinar si corresponden a entidades independientes 
o a alguna de las 4 estirpes mencionadas precedentemente. En el interior de cada celula se indican los factores de transcripcion que son 
especificos a cada una. Las flechas indican la potencial evolucion de una estirpe celular en presencia de determinadas citoquinas. 
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Figura 7.28. Induction de apoptosis por CTL especificos de celulas 
diana infectadas con virus hepatitis del raton (un coronavirus). La 
linea celular J774.1 (una estirpe macrofagica) fue infectada 5 horas 
antes de la co-incubacion in vitro con CTL histocompatibles de ra- 
ton, sensibilizados con el virus (relation entre celula efectora y celu- 
la diana, igual a 2). A. Contacto entre la celula diana infectada y el 
CTL co-incubados. C. Desaparicion de procesos citoplasmaticos en 
la celula diana infectada al cabo de 1 hora. E. Aparicion de protrusio- 
nes bullosas de aproximadamente 2 p en la superficie de la celula 
diana infectada. B. Condensation y marginacion de la cromatina en 
la celula diana infectada al cabo de 1 h. D. Patente degeneration 
vacuolar del citoplasma al cabo de 2 horas. F. Degeneration de la 
celula diana infectada, formando masas celulares condensadas, no 
asociadas a la CTL. Las barras indican 3 p. Fuente: Shibata S et al. 
Journal of Virology 68:7540-5, 1994. Reproducido con autorizacion. 


propios en el contexto de moleculas CMH-I, aunque carecen de ca- 
pacidad citotoxica. La misma se adquiere en los organos secundarios 
linfoides cuando las celulas presentadoras profesionales y los linfo- 
citos Thl se encuentran con los LT CD8 + naive. Sin embargo, para 
ser totalmente funcionales, los CTL requieren otras senales (Figura 
7.6): el reconocimiento del peptido extrano presentado en el contexto 
de las CMH-I por parte del TCR (serial 1) y la interaction entre los 
correceptores de las celulas citotoxicas y los ligandos presentes en la 
superficie de la celula infectada (serial 2). La interaction entre el TCR 
y el peptido extrano presentado por las CMH-I tambien requiere la 
agregacion de un numero de receptores T, en una estructura particular 
y reorganizada del citoesqueleto del LT. Luego de la secretion de las 
citoquinas apropiadas por parte de las celulas presentadoras (serial 3), 
los LT CD8 + tienen la total capacidad para ejercer su funcion antiviral. 
La interaction entre el TCR y el peptido presentado por las CMH-I es 
de baja afinidad ( 1 pM o menor), aunque -sorprendentemente- de alta 
"fidelidad". Esta interaction entre el TCR y el complejo peptido/ 
CMH se ensambla como una sinapsis inmunologica. 

Aunque los TCR pueden desplazarse individualmente sobre la 
superficie celular, la union al complejo peptido/CMH debe ser con- 
siderada como una compleja interaction multimerica. 


Los CTL ejercen su efecto antiviral mediante mecanismos 
citoliticos y no citoliticos. Recien en 2009 pudo establecerse que 
el segundo es aun mas relevante que el primero en infecciones 
tales como la producida por HBY. 

Los CTL promueven la muerte de las celulas infectadas 
mediante 2 vias: 1 ) la transferencia de granulos citoplasmaticos de 
perforinas y granzima B (serina-proteasas) hacia la celula infec- 
tada que las capta mediante un mecanismo de endocitosis mediada 
por receptor y que promovera la apoptosis de esta mediante la vra 
extrinseca de la apoptosis mediada por caspasas (Figura 7.28); y 2) 
la induction de apoptosis mediante la expresion de FasL sobre 
su superficie, que contactara la molecula Fas (CD95) en las celulas 
infectadas (vease el Item 5 en este capltulo). La liberation de perfo- 
rinas desde las CTL promueve la formation de poros en la mernbra- 
na endosomal de la celula infectada, lo cual -a su vez- posibilitara 
la liberation de granzima B que inducira -tambien- la apoptosis de 
esta ultima. Mientras el primer mecanismo es de action rapido (se 
ejecuta en minutos), el segundo ocurre mas lentamente (en horas). 
Muchos CTL secretan tambien IFN-y, el que promueve un estado 
antiviral en celulas vecinas e incrementa los niveles de expresion 
de CMH-I y CMH-II. Los CTL activados tambien secretan IL-16 y 
quimioquinas como CCL5 (RANTES). 

La secretion de IFN-y y TNF-a es capaz de eliminar por un 
mecanismo no citolitico la infection viral de una celula. Este me- 
canismo es de especial relevancia ante virus no citopaticos. En lo- 
calizaciones anatomicas tales como el hfgado o el SNC este meca- 
nismo es crucial para la limitation de las infecciones virales, dado 
que si la elimination viral dependiese del efecto citotolftico de las 
CTL, podrla producirse mas dano que beneficio al hospedador. En 
estas localizaciones, habitualmente existe un exceso de varios or- 
denes de magnitud del numero de celulas infectadas respecto al de 
las CTL presentes. En otros terminos, la limitation de la infection 
mediante efectos citoliticos es apropiada cuando el numero de 
celulas infectadas es escaso. Por el contrario, cuando la infec- 
tion acontece en cantidades masivas de celulas, el mecanismo 
no citolitico promovido por citoquinas es el mas importante. 
Este mecanismo requiere que las celulas infectadas retengan su 
capacidad de responder ante la serialization disparada por la in- 
teraction entre las citoquinas mencionadas (IFN-y y TNF-a) y sus 
receptores, y que la replication del virus en cuestion sea sensible 
al efecto promovido. Este mecanismo no citolitico ha sido obser- 
vado en infecciones tales como las producidas por los virus HBV y 
HCV, arenavirus, adenovirus, picornavirus y otros. Otros peptidos 
secretados tambien por los CTL como las defensinas, son capaces 
de promover cierto grado de depuration celular no citolftica del 
HIV. Los LT CD4 + pueden tambien contribuir a la limitation viral 
no citolftica, aun con escasa participation de los CTL, como se 
documento en infecciones producidas por virus vaccinia y otros. 

La respuesta de expansion clonal de los precursores de las ce- 
lulas CTL es variable segun el virus. Asi, experimentos realizados 
en ratones infectados con el virus de la coriomeningitis linfocitaria 
(LCM) documentaron que hasta el 50% de los CTL esplenicos eran 
especificos para un peptido viral determinado, siendo aun detecta- 
ble un 10% al cabo de 1 ano. En forma analoga, la infection por 
EBV se asocia a una masiva proliferation clonal de CTL especifi- 
cos. En contraposition, el analisis de CTL de bazo de humanos in- 
fectados con HBV o HIV muestra que menos del 1% de los mismos 
es especifico para un peptido determinado. 

iComo influye la sensibilidad funcional 
de los LT en el desenlace de la infeccion viral? 

Entre los factores que condiciona el desenlace de una infeccion 
viral, debe mencionarse la diversa sensibilidad funcional (para al- 
gunos autores denominada avidez funcional) de los LT. Ademas 
de los factores generales mencionados al comienzo de esta Sec- 
cion, el desenlace de la infeccion esta tambien condicionado por la 
naturaleza de los peptidos reconocidos por los LT, asi como por la 
capacidad viral de mutar dichos epitopes y escapar a la respuesta T 
y por la sensibilidad individual de dichas celulas. Esta sensibilidad 
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Figura 7.29. Balance entre Treg y CTL. Como lo explica el Ying- 
Yang de la filosofia oriental, existe una dualidad de todo lo existente. 
Una actividad exacerbada de los CTL limitara la infeccion viral, aun 
al costo del dano histico. Por el contrario, una actividad aumentada 
de las Treg limitara el dano tisular pero puede devenir en un defecto 
para limitar la infeccion viral. 


para el reconocimiento de epitopes expresados en el contexto del 
CMH por parte de los LT puede variar en varios ordenes de mag- 
nitud. A mayor sensibilidad (capacidad de un LT de reconocer 
celulas que expresan un menor numero de peptidos en el contexto 
de las CMH sobre la superficie celular) mayor es la capacidad de 
eliminar la infeccion. A esta funcionalidad contribuyen factores 
originados en el LT y en la celula presentadora. Entre los factores 
dependientes del LT merecen destacarse los siguientes: a) la afini- 
dad del TCR por el peptido; b) el nivel de expresion de TCR, de 
CD8 y de moleculas coestimulatorias sobre la superficie celular; c) 
la Valencia del TCR. A su vez, desde la celula infectada o presen- 
tadora, es crucial el nivel de procesamiento y union a las CMH-I 
del peptido a ser reconocido. Una mayor sensibilidad de los LT 
es critica para el reconocimiento de las celulas infectadas en 
las etapas iniciales, asi como ante la estrategia viral de inhibir 
la expresion de las CMH-I y consiguientemente, el reconoci- 
miento peptldico por los CTL. Para ser activados, los LT CD4 + 
requieren la mera expresion de un peptido antigenico dado en el 
CMH-II de la celula presentadora en apenas el 0,03% del total de 
dichas moleculas expuestas en la superficie celular. Asimismo, ha- 
bitualmente, basta con que una celula infectada exprese 1-50 
epitopes T en el contexto del CMH-I, para que sea reconoci- 
da por un CTL. La afinidad de la interaccion entre el TCR y el 
complejo peptido/ CMH se correlaciona con la cualidad de la res- 
puesta de los diferentes clones T, ya que determina el umbral del 
gatillado de la respuesta de las celulas CD8L Esta sensibilidad de 
los LT puede ser mensurada mediante ensayos biologicos ex vivo 
como el ELISPOT (IFN-y Enzyme-Linked Immunospot Assay) que 
determinan con alta sensibilidad la capacidad funcional de dichas 
celulas, lo cual depende de la afinidad de la interaccion del TCR 
con el complejo CMH / peptido y del estado funcional de la celula. 
Otra tecnologia ideada para medir exclusivamente la afinidad en- 
tre el TCR con el complejo CMH / peptido -independientemente 
de la funcion celular- es la denominada tincion de celulas CD8 + 
antigeno-especificas mediante la union de tetrameros de com- 
plejos CMH-I / peptidos marcados con fluoresceina, lo que es 
subsiguientemente medido mediante citometria de flujo. 


La relevancia de la sensibilidad funcional de los CTL es 
ejemplificada en el curso diferente que puede ocurrir ante las 
infecciones producidas por HIV o por HCV. En el primer caso, 
los CTL restringidos por la molecula B27 del CMH-I reconocen el 
epitope inmunodominante K10, con mayor sensibilidad funcional 
-y consiguientemente menor carga viral de HIV- que al ser restrin- 
gidos por otras moleculas HLA-A y HLA-B. Este hallazgo se co- 
rrelaciona con la progresion de la infeccion por HIV significativa- 
mente mas lenta observada en pacientes que exhiben HLA-B27. En 
modo analogo, los CTL de individuos que limitan la infeccion por 
HCV exhiben mayor sensibilidad funcional -y consiguientemente 
mayor nivel de citotoxicidad y production de IFN-y y TNF-a- que 
los de pacientes que no eliminan el virus, progresando hacia la in- 
feccion cronica. 

La respuesta de mayor sensibilidad funcional tiene simulta- 
neamente ventajas y desventajas: por un lado se potencia la eficacia 
de la respuesta inmune celular mediada por los CTL para controlar 
la infeccion, pero al mismo tiempo pueden inducirse mutaciones 
de escape en el genoma viral que intenten evadir dicha respuesta, 
pudiendo conducir al control de la infeccion si hubiese un elevado 
costo de la aptitud replicativa viral {fitness ) o a la infeccion croni- 
ca si se produce un bajo compromiso de dicha aptitud viral. Esta 
persistente estimulacion de los CTL de alta sensibilidad funcional 
con elevadas dosis de antlgenos virales los puede tomar anergicos, 
lo que promueve el agotamiento inmune. Este efecto esta asociado 
a la induction de la expresion de la molecula PD- 1 en los LT. Este 
fenomeno ha sido observado en las infecciones cronicas por HIV, 
HBV y HCV. 

fDe que depende que el reconocimiento T 

de celulas infectadas con virus no se transforme en un 

mecanismo promotor de un dano inmunopatoldgico? 

Si bien existen virus que son capaces de inhibir la respuesta T 
(vease el capitulo "Mecanismos de evasion a la respuesta inmu- 
ne") como el HCMV, HIV y otros, normalmente existe un freno 
homestasico que es ejercido por la expresion de moleculas tales 
como CTLA-4 y FasL en los LT activados que permiten el control 
de la expansion clonal. En modo analogo, la interaccion entre la 
protelna PD 1 en la superficie de los LT (por ejemplo, en los CTL) 
con el ligando especifico PDL-1 expresado en las celulas dendrf- 
ticas, promueve la limitation de la respuesta de dichas celulas T. 
Asimismo, otro nivel de control es modulado por las celulas T 
regulatorias naturales y por las T regulatorias inducibles Th3 y 
Trl (Figura 7.29). 

En terminos generales, las protemas solubles inducen una ade- 
cuada respuesta humoral, pero raramente desencadenan una res- 
puesta citotoxica celular. La participacion de esta ultima requie- 
re habitualmente de la slntesis del material inmunogenico en el 
hospedador. La naturaleza de los virus permite la intervention de 
ambas respuestas. Como contrapartida, la utilization de vacunas 
virales inactivadas o de peptidos sinteticos no induce generalmente 
la participacion de CTL. 

4. llUTERACCIONES PROTEINA-GLICANOS EM EL CONTROL 
DE LAS RESPUESTAS INMATA Y ADAPTATIVAI ROL DE LAS 
GALECTIMAS 

El rol de las lectinas en la regulation de la respuesta innata ha sido 
extensamente establecido, tal como lo ejemplifican las colectinas 
(vease el item 2.2.3), la dectina-1 o la molecula DC-SIGN ( DC- 
Specific Intercellular adhesion molecule (ICAM)3-Grabbing Non- 
integrin). Estas lectinas de mamiferos son sintetizadas en la via 
secretoria y presentadas en la superficie celular para interactuar con 
motivos (para algunos autores, "epitopes") hidrocarbonados no- 
propios, presentes en agentes patogenos. En contraposition, otras 
moleculas, denominadas galectinas son sintetizadas y almacenadas 
en el citosol, pero ante ciertos estlmulos producidos por el dano 
tisular iniciado por una infeccion y/o por una infeccion prolonga- 
da pueden ser pasivamente liberadas desde las celulas que estan 
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muriendo o ser secretadas por una via no clasica, independiente 
de (la ausencia de) secuencias peptidicas-senal en las mencionadas 
moleculas. 

Una fascinante area del conocimiento esta emergiendo: es la 
que vincula el rol de las galectinas con la regulacion de las res- 
puestas inflamatorias e inmunes agudas y cronicas. Las galectinas 
son protefnas conservadas a traves de la evolution que tienen 
la capacidad de descifrar el codigo especiflco de los glucidos 
mediante la detection de p galactosidos a traves de uno o mas 
dominios de reconocimiento de carbohidratos (CRD, segun su 
sigla en ingles), sin requerimiento de metales ionicos. La minima 
estructura reconocida por las galectinas es el disacarido (V-acetil 
lactosamina (Gaipi-4GlcNAc, donde Gal es galactosa y GlcNAc 
es fV-acetilglucosamina), el cual puede observarse en los IV-gli- 
canos (unidos al aminoacido asparagina) y O-glicanos (ligados a 
serina), y ensamblarse como unidades multiples. La diversidad de 
posibles glicanos a ser reconocidos por las galectinas estriba en el 
grado de ramification de los fV-glicanos, la multiplicidad de re- 
siduos de A-acetil lactosamina y la modification terminal de los 
residuos sacaridicos (por ejemplo, con adicion de fucosa, o acido 
sialico). Estas cruciales diferencias podrian explicar las diversas 
y a veces opuestas funciones de las galectinas en los fenomenos 
inflamatorios. Las galectinas participan en fenomenos de cre- 
cimiento y differentiation celular, asf como en su adhesion y 
migration, en la quimiotaxis y en la apoptosis o sobrevida 
celular. Su vasto espectro de action se extiende al control de 
enfermedades infecciosas, autoinmunes, alergicas y neoplasi- 
cas. Ademas, las galectinas pueden reconocer ligandos (PAMP) 
presentes en la superficie de diversos patogenos, funcionando 
asf, tambien como receptores solubles de reconocimiento de 
patrones (RRP). Como las galectinas aparecen especialmente en 
tejidos lesionados donde existen seiiales de daiio iniciado por pa- 
togenos, su liberation pasiva es tambien considerada por varios 
autores como un potencial patron molecular de daiio (DAMP: 
Damage-Associated Molecular Pattern). Diversos componentes 
de la respuesta innata reconocen PAMP y DAMP (incluyen por 
ejemplo, defensinas, anexinas, proteinas de estres termico, IL-la, 
etc.). Al reconocer ambos patrones, la respuesta innata es ca- 
paz de discriminar entre un agente patogeno y otro que no lo 
es. Dado que los PAMP corresponden a patrones moleculares de 
agentes exogenos al hospedador tanto patogenos como apatogenos, 
su mera presencia no indica al hospedero que la lesion es el resul- 
tado de dicho agente. Por el contrario, la detection de los DAMP 
(moleculas habitualmente "escondidas" en el interior celular) 
provee dicha information, indicando que el daiio es causado 
por un agente patogeno. 

Las galectinas decodifican las "improntas" de hidratos de 
carbono exhibidas en la superficie de las celulas como conse- 
cuencia de la actividad finamente controlada de glicosiltransfe- 
rasas y glicosidasas que modulan la activation, differentiation y 
homesotasis inmune. A diferencia de las citoquinas y quimioqui- 
nas, las galectinas secretadas no se unen a receptores especificos, 
sino que median la interaction con las celulas del sistema inmune 
a traves del reconocimiento de glicoconjugados preferenciales ex- 
puestos en la superficie celular. 

Las galectinas (antiguamente conocidas como lectinas tipo S) 
son moleculas proteicas caracterizadas por poseer al menos un do- 
minio CRD de unos 130 aminoacidos para el reconocimiento de 
carbohidratos. Se conocen hasta el presente 15 galectinas, las que 
han sido clasificadas segun sus caracteristicas estructurales en 3 
grandes grupos: a) las consideradas prototipo (contienen un unico 
CRD y pueden formar homodimeros); b) las que exhiben repeti- 
ciones en tandem consistentes en dos CRD diferentes unidos por 
un peptido corto, y c) la galectina quimerica 3, que posee un unico 
CRD con un extremo N-terminal extendido (Tabla 7. 1 1). A differen- 
tia de las selectinas, la union de las galectinas a los carbohidratos 
es Ca” independiente. Muchas galectinas pueden unirse a dichos 
azucares en un modo bivalente o aun multivalente, lo que induce la 
union y redistribution de las glicoproteinas de la superficie celular, 


formando una verdadera matriz o "entramado". Asimismo, la inte- 
raction a traves de glucoconjugados en la superficie celular puede 
ocurrir mediante interacciones ligando-receptor. 

El numero de residuos /V-glicanos -y por ende su grado de ra- 
mification- disponibles para interactuar con las lectinas es va- 
riable segun se trate de receptores estimulatorios o inhibitorios, 
lo cual puede regular especificamente el recambio de aquellos y su 
endocitosis, constituyendo un delicado mecanismo modulatorio de 
la transition entre la proliferation y la detention del ciclo celular. 
Al respecto, se ha observado que la interaction galectinas -CTLA- 
4 impide su internalization desde la superficie celular, prolongan- 
do asi su serial inhibitoria, lo que contribuye a la finalization de la 
respuesta T y por ende a la homeostasis de dicha poblacion. Mas 
aun, la interaction entre la galectina-3 y los LT CD8 + especificos de 
tumores favorece su anergia, al promover la disgregacion de dicha 
molecula respecto al TCR. A su vez, la galectina- 1 puede actuar en 
combination con otros sistemas que tambien suprimen la respuesta 
T (tales como PD-1/PD-L1, CTLA-4, indolamina 2,3-dioxigenasa 
y FasL) para alcanzar su homeostasis. 

Como ocurre por ejemplo con las galectinas 3 y 10, estas 
lectinas tambien pueden unirse a sus ligandos en un modo 
carbohidrato-independiente, especialmente a nivel intracelu- 
lar donde pueden producirse interacciones protefna-protefna. 
Entre las galectinas se observa una diversidad funcional inherente 
a caracteristicas estructurales privativas de cada subgrupo y con- 
siguientemente, a su preferencia por la union a ligandos diversos. 
Mas aun, una misma galectina, puede poseer efectos opuestos se- 
gun su concentration en el microambiente, su compartimentaliza- 
cion celular y/o el estado de differentiation de la celula diana. A 
continuation solo se mencionaran algunos aspectos relevantes de 
las galectinas 1, 3 y 9 sobre la regulacion de la respuesta inmune, 
ya que estas incrementan su expresion durante la inflamacion. El 
lector observara en parrafos subsiguientes que determinados vi- 
rus pueden modular la respuesta inmune regulada por dichas 
galectinas para su propio beneficio, promoviendo, por ejemplo- 
una mayor infectividad y/o la persistencia viral. 

Localization de las galectinas. Estan presentes practicamen- 
te en todas las celulas de la respuesta inmune, ya sea en forma 
constitutiva o inducible, siendo sobre-expresadas en los LT y LB 
activados, en los macrofagos inflamatorios, las celulas NK de la 
decidua y en las celulas T regulatorias CD4 + CD25 + . Aunque estas 
protefnas carecen de una serial peptfdica para la secretion celu- 
lar, algunas pueden secretarse mediante su capacidad de union a 
carbohidratos, por una via no clasica. La localization intranuclear 
de las galectinas 1 y 3 a nivel nuclear fue postulada como posible 
consecuencia de su participation en el corte y empalme de los 
RNA pre-mensajeros, mientras que su ubicacion en el extrace- 
lular refleja su vinculacion con las interacciones celula-celula o 
celula-matriz. La galectina- 1 esta ubicada especificamente en los 
organos linfoides, LT, macrofagos activados, y celulas endotelia- 
les, lo cual puede ser regulado por diversos estimulos inflamato- 
rios. La galectina-3 -a su vez- esta expresada en practicamente 
todas las celulas del sistema inmune, incluyendo las DC, mono- 
citos, macrofagos, linfocitos y polimorfonucleares. La expresion 
de dicha galectina se incrementa en estas ultimas celulas en feno- 
menos inflamatorios, lo que es coincidente con su relocalizacion 
en la superficie de la membrana plasmatica de las celulas endote- 
liales. Finalmente, la galectina-9 se expresa en macrofagos, LT, 
fibroblastos y celulas endoteliales. 

4. 1. Funcion de las galectinas 

En terminos generales, la galectina- 1 y la galectina-3 exhiben 
generalmente efectos antagonicos: galectina- 1 es considerada 
una molecula que inhibe los fenomenos inflamatorios, mientras 
que galectina-3 los estimula (Figura 7.30). La galectina-1 inhibe 
el trafico leucocitario, induce la apoptosis y regula la liberation de 
mediadores qufmicos. En contraposition, la galectina-3, promue- 
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ve la activacion leucocitaria. Finalmente, la galectina-9 ejecuta 
acciones que inducen la quimiotaxis de los eosinafilos e inhibe 
la actividad de los LThl. 

4.2. Especificidad y afinidad de la union a glicanos 


Existe una fina discrimination en el reconocimiento de los diferen- 
tes ligandos por parte de las galectinas. As! por ejemplo, la mera 
modificacion de residuos de galactosa por a-iV-acetilgalactosamina 
disminuye la sensibilidad de la galectina-1 hacia dicho residuo, pero 
incrementa la de la galectina-3. Altemativamente, la modificacion 
con residuos de acido sialico unidos mediante enlace a-2-6 (pero 
no a-2-3) reduce principalmente la afinidad por la galectina-1, pero 
tambien por la galectina-3. Esta sialilacion a-2-6 es crucial para el 
desvlo de la respuesta T hacia el perfil Th2 promovido por la ga- 
lectina-1 (que se une a los LThl pero no a los LTh2). Mas aun, los 
glicanos de dos cadenas hidrocarbonadas son preferencialmente 
reconocidas por galectina-1, y no por galectina-3. La union entre 
el CRD de las galectinas y los ligandos P-galactosidos exhibe una 
afinidad menor (10' 6 M) que la interacion protelna-protelna (10' 8 M). 

4.3. Galectina-1 
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El caracter inmunosupresor de esta molecula se asocia a multi- 
ples mecanismos. Entre ellos, se destaca su capacidad pro-apop- 
totica sobre los LT maduros y activados, mediante reconocimien- 
to especlfico de la isoforma diferencialmente glicosilada CD45RO 
de la tirosina-fosfatasa PTPRC ( Protein Tyrosine-Phosphatase , 
Receptor type C) expresada por las celulas de memoria. Esta ca- 
pacidad es crucial para el mantenimiento de la homeostasis T. Las 
celulas epiteliales timicas sintetizan tambien esta galectina, lo cual 
la hace participe de los procesos de selection positiva y negativa 
de los linfocitos en el timo, mediante la diminution y el aumento 
respectivos del umbral de serialization disparado por el TCR. Ade- 
mas, esta galectina ejerce efectos anti-inflamatorios adicionales a 
los promovidos por su capacidad pro-apoptotica: a bajas dosis es 
capaz de inhibir tanto la adhesion de los LT a las glicoproteinas 
de la matriz extracelular, como la secrecion de TNF-a e IFN-y 
por los LT activados. La galectina-1 interviene tambien sobre 
la respuesta innata, dado que es capaz de inhibir el inflltra- 
do inflamatorio mediado por neutrofilos y la degranulacion de 
los mastocitos. A diferencia de la regulation de los LT activados 
mediante la induction de apoptosis, la galectina-1 induce en los 
neutrofilos la expresion de fosfatidil serina en su superficie, como 
resultado de lo cual, son pasibles de ser fagocitados por los macro- 
fagos. En estas celulas, esta galectina tambien inhibe la secrecion 
de acido araquidonico y prostaglandina E2. 

Sin embargo, no todas los efectos promovidos por galectina- 1 
son anti-inflamatorios: a altas dosis, tambien es capaz de pro mover 
la activacion plaquetaria y la induction de la sintesis de NAD(P) 
H oxidasa -y consiguientemente de superoxido- en los neutrofilos 
extravasados. Esto ultimo sugiere que los neutrofilos activados po- 
drlan exponer receptores para galectina-1 . 

Se postula tambien que la galectina- 1 endogena constituye un 
freno para el trafico leucocitario, aunque aun resta dilucidar si ello 
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Figura 7.30. Efectos antagonicos promovidos por galectina-1 
y galectina-3. 


obedece a un efecto directo sobre los leucocitos o sobre las celulas 
endoteliales. Finalmente, tambien se demostro que la galectina-1 
es capaz de promover la angiogenesis. En conjunto, estos datos 
sugieren que dicha molecula podrfa ser un potential bianco de te- 
rapeutica en tumores (para evitar su diseminacion), mientras que 
podrla utilizarse a la misma molecula para limitar la inflamacion 
cronica, o prevenir respuestas inmunes hiperergicas (Figura 7.31). 

La galectina-1 es tambien responsable del efecto tolerogenico 
de las celulas dendrfticas tempranamente durante el embarazo, lo 
cual promueve la expansion clonal de celulas T regulatorias que 
producen IL-10. En 2009, los grupos de Gabriel Rabinovich y Jor- 
ge Geffner dilucidaron las bases moleculares del circuito toleroge- 
nico CD-LT. Dicho circuito regulatorio es iniciado por linfocitos 
T reguladores CD4 + FoxP3 + , los que en presencia de galectina-1 
(ya sea experimentalmente adicionada por via exogena o producida 
por las celulas dendriticas) y mediante el contacto con estas ulti- 
mas, las inducen a secretar IL-27 (una interleuquina semejante a 
la IL-12, con paradojicas caracterlsticas pro- y anti-inflamatorias), 
que estimula a las Trl a secretar IL- 10, la que - a su vez- inhibe las 
respuestas Thl y Thl7, promoviendo un perfil Th2. La potential 
manipulation medica de este circuito abre extraordinarias perspec- 
tives no solo para areas tan diversas como las inherentes a tumores, 
trasplantes, o enfermedades autoinmunes sino tambien a infeccio- 
nes, incluidas las de origen viral. 

La infection de celulas endoteliales con virus Nipah (un pa- 
ramixovirus emergente asociado a encefalitis en humanos, con una 
mortalidad del 70%) promueve su fusion in vivo (formando sinci- 
cios) mediante la actividad de las protelnas F y G de su envoltura. 
Estudios in vitro demostraron que dicha fusion es inhibida por la 
galectina-1, la que -a su vez- promueve el incremento de la IL-6 
por parte de las CD. Estos resultados demuestran un rol relevante 
de dicha galectina en la respuesta inmune innata frente a la 
infection por virus Nipah. En contraposition, se ha demostrado 
que la infection celular in vitro con herpes simplex- 1 incremen- 
ta la expresion y secrecion extracelular de galectina-1, lo cual se 
asocia a la apoptosis de LT activados en un modo carbohidrato- 
dependiente, evento postulado como un mecanismo de evasion a 
la respuesta inmune in vivo. Mas aun, en pacientes con linfoma de 
Hodgkin clasico asociado a la infection con EBV, se observo un 
incremento de galectina-1 en las lesiones, con un defecto funcional 
de los LT CD8 + especlficos para ciertas protelnas del virus. Estos 
dos ultimos estudios, muestran un rol central de la galectina-1 en 
la generation de un microambiente inmunosupresor en las in- 
fecciones producidas por el virus herpes simplex-1 y por EBV. 

La galectina-1 esta implicada en la adsorcion viral de cier- 
tos retrovirus a las celulas, tales como HTLV-1 y HIV. En el 
caso de HTLV-1, la protelna viral Tax (transactivadora de la trans- 
cription) promueve la expresion de galectina-1 en los LT, lo que 
estabiliza las interacciones intercelulares, asf como entre el virus 
y la celula, habiendose propuesto la formation de una estructura 
extracelular de partlculas virales con un ensamblaje semejante a 
las biopellculas bacterinas ( biofilms ) para facilitar la infection de 
otras celulas. Finalmente, la galectina-1 dimerizada esta tambien 
implicada en la promotion del ingreso del HIV a macrofagos y 
LT al obrar como puente a traves de sus dos dominios CRD, que 
reconocen principalmente residuos de manosa sobre la glicopro- 
telna de envoltura viral gpl20. Mas aun, estos residuos virales son 
semejantes a los exhibidos por las microvesiculas celulares inmu- 
nomodulatorias (derivadas de endosomas) exocitadas desde los 
LT, lo que implica un verdadero camuflaje viral al usurpar una via 
biosintetica celular. 

4.4. Galectina-3 

Su rol pro-inflamatorio se expresa en enfennedades autoinmunes 
o estados inflamatorios. Respecto a su influencia sobre los compo- 
nentes de la respuesta innata, esta molecula promueve el recluta- 
miento de polimorfonucleares y macrofagos, a traves de interaccio- 
nes entre dichas celulas y las endoteliales. Durante la inflamacion, 
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Figura 7.31. Interaccion entre galectina-1 y "entramados" de glicanos. La participacion de esta galectina en diversos fenomenos y 
actividades asociados a los LT permite postular la modulation de su interaccion con sus ligandos especificos tanto para evitar fenomenos 
inmunitarios (mediante su induccion) como para inhibir la tolerancia de LT en el microambiente tumoral (mediante su inhibition), promo- 
viendo una respuesta inmune especifica. Metaforicamente, podria decirse que se trata de una misma "arma inmunologica" (la espada) que 
posee dos filos opuestos que pueden ser utilizados, segun sea el requerimiento. 


la galectina-3 es liberada al espacio extracelular donde induce una 
mayor interaccion entre las celulas inflamatorias y las glicoprotei- 
nas de la matriz, lo cual promueve el reclutamiento y la activacion 
celular. Elio se traduce -por ejemplo- en la degranulacion de mas- 
tocitos, en la sintesis de IL-1 y de superoxidos por los monocitos, y 
en la de IL-8 y superoxidos por los neutrofilos. 

En relacion a los fenomenos apoptoticos, esta galectina fun- 
ciona diferencialmente, segun sea intra o extracelular. Dentro de 
la celula, su localizacion mitocondrial inhibe la liberacion de cito- 
cromo c, lo cual podria favorecer la sobrevida celular en el lugar 
de la inflamacion. En contraposicion, su ubicacion extracelular 
promueve -al igual que la galectina-1- la apoptosis de los linfo- 
citos T. Esta galectina induce tambien la actividad fagocitica de 
los macrofagos y neutrofilos, imprescindible para la eliminacion 
de patogenos, cuerpos extranos o detritos celulares. Mas aun, la 
galectina-3 promueve la activacion altemativa de los macrofagos, 
mediada por IL-4 e IL-1 3 (en lugar de la via clasica mediada por 
IFN-y). Aquellas dos citoquinas -a su vez- inducen la sintesis y 
liberacion de la mencionada lectina, lo que constituye una retroali- 
mentacion positiva. En contraposicion con la galectina-1, la ga- 
lectina-3 suprime la respuesta Th2 mediante la inhibicion de la 
produccion de IL-5 por los eosinofilos, lo que sugiere un potencial 
rol en los procesos inflamatorios alergicos. 

La galectina-3 esta incrementada en LT infectados con 
HTLV-1, lo que favorece su sobrevida. Este mecanismo anti- 
apoptotico estarfa mediado tanto por la secuencia aminoacldica 
"NWGR" (tambien presente entre los miembros supresores de 
apoptosis de la familia Bcl-2) como por una interaccion directa 
entre la galectina-3 y la propia proteina Bcl-2. En modo analogo, 
la galectina-3 esta tambien incrementada en hepatocitos de hlgados 
cirroticos y tumorales asociados a la infeccion por HBV, lo que 
podria conferir mayor sobrevida a las celulas transformadas. 

4.5. Galectina-9 

Esta lectina -liberada por los LT activados- exhibe propiedades 
quimiotacticas para los eosinofilos, induciendo en ellos la pro- 
duccion de superoxidos, y prolongando su sobrevida. Esta galecti- 
na actua en diferentes fases de la respuesta inmune T. Inicialmen- 
te, es un potente activador de la maduracion de las celulas den- 
driticas y de la iniciacion de la respuesta inmune adaptativa, lo 
que se asocia a la produccion de IL-12 en forma dosis-dependiente 
y al viraje a la produccion de citoquinas de linaje Thl . Esta galecti- 


na tambien induce la apoptosis de los timocitos y de ciertas subpo- 
blaciones de LT perifericos. Su interaccion con TIM-3 ( T cell 
Immunoglobulin domain and Mucin domain-containing protein-3, 
una molecula de la superficie de los LThl CD4 + y CTL CD8 + , 
[pero no de los LTh2]) selectivamente inhibe la respuesta Thl, 
promoviendo la apoptosis de los LT CD4 + Thl y de los CD8 + 
alorreactivos. La galectina-9 tambien induce especificamente 
la formation de celulas T reguladoras, al tiempo que simulta- 
neamente suprime la generation de celulas Thl 7 pro-inflamatorias. 

En pacientes con hepatitis C cronica se ha observado que las 
celulas de Ktipffer regulan la actividad citotoxica de los LT CD8 + 
(CTL) mediante la produccion de galectina-9, la que es inducida 
por el IFN-y producido por diversas celulas inmunes (LThl, CTL y 
NK). Esta galectina promueve tanto la sintesis de citoquinas proin- 
flamatorias a nivel hepatico, como la actividad de los Tregs CD4 + 
CD25 + FoxP3 + en un modo TGF-(3-dependiente, lo que a su vez 
favorece la persistencia viral (Figura 7.32). 

5. Apoptosis 

La palabra apoptosis proviene de dos vocablos griegos: el elemen- 
to preposicional "apd" que significa "a partir de" y el sustantivo 
"ptosis" que indica "calda". La adicion del elemento preposicional 
indica la duration de un proceso que es gradual y no abrupto, como 
lo sugerirla el uso del vocablo unico "ptosis". 

Esta forma de muerte celular se contrapone a la necrosis. En los 
organismos multicelulares, la apoptosis -o muerte celular programa- 
da- es un proceso fisiologico que normalmente asegura un balance 
homeostatico entre la proliferacion y el recambio celular en casi todos 
los tejidos. La apoptosis es responsable de la remocion de celulas ge- 
neradas en exceso, celulas que ya han completado sus funciones es- 
pecificas o celulas que son daninas para el organismo, siendo particu- 
larmente importante durante el desarrollo embrionario, la renovacion 
tisular y la exposicion a compuestos toxicos. Por lo tanto, la apoptosis 
es un proceso celular geneticamente controlado por el que las celulas 
inducen su propia muerte en respuesta a determinados estlmulos. Sin 
embargo, la apoptosis se encuentra tambien involucrada en diferentes 
condiciones patologicas donde una excesiva o insuficiente muerte ce- 
lular puede contribuir al desarrollo de enfermedades humanas entre las 
que se encuentran enfermedades neurodegenerativas, cardiovascula- 
res, inmunologicas y tumorales. 

La apoptosis fue descripta por primera vez por Kerr et al.. 
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Figura 7.32. Expresion aumentada de galectina-9 en celulas de Kiipffer de pacientes infectados con HCV. Inmunohistoquimica a 
partir de material de biopsia parafinado. A. Control negativo tenido unicamente con un anticuerpo secundario. Magnification: 20x. B. 
Tincion de galectina-9 (color marron) en un higado humano normal (20x). C. Tincion de galectina-9 en un paciente infectado con HCV (20x). 
D. Expresion periportal de galectina-9 en un paciente infectado con HCV (20x).E. Colocalizacion de galectina-9 (marron) y CD68 (marcador 
de celulas de Kiipffer, en rojo); 600x. Fuente: Mengshol JA et al. PLoS ONE 2010; 5(3): e9504. doi: 1 0.1 371 /journal. pone. 0009504. Repro- 
ducido parcialmente, con autorizacion. 
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en 1972 y es definida por cambios morfologicos en la celula que 
consisten en una disminucion del volumen celular, cambios en la 
membrana plasmatica ( membrane blebbing) -que conllevan a la 
formation de los cuerpos apoptoticos-, condensation de la croma- 
tina nuclear y la fragmentation del nucleo (Figuras 7.28 y 7.33). 
Las caracterfsticas bioqufmicas asociadas con la apoptosis incluyen 
el clivaje intemucleosomal del DNA (vease la figura 7.38, corres- 
pondiente a la via extrinseca), extemalizacion de la fosfatidilserina 
(que puede documentarse mediante la tincion celular con Anexina 
V) y el clivaje proteolitico de un numero de sustratos celulares. La 
fosfatidilserina -normalmente localizada en la cara interna de la 
membrana plasmatica- se expone sobre la superficie externa don- 
de provee la serial de reconocimiento para las celulas fagocfticas. 
Como resultado de los cambios en la membrana plasmatica, las 
celulas apoptoticas son rapidamente fagocitadas en forma previa 
a la liberation del contenido intracelular y sin induction de una 
respuesta inflamatoria. 

La apoptosis puede ser disparada como una respuesta celular a 
estimulos del medio extemo o del interior celular. Por ello, multiples 
cascadas apoptoticas han sido descriptas, las que tienen en consi- 
deration a) las sefiales extrinsecas o intrinsecas; b) el estimulo de 
receptores de muerte o desde la mitocondria; c) la participation o 
no de p53; y la participation o no de las caspasas (cisteina proteasas 
que clivan proteinas con acido aspartico). Sin embargo, la apoptosis 
no es el desenlace de una serie de vias claramente definidas, sino 
que por el contrario, es el resultado de una multitud de vfas inter- 
conectadas y altamente reguladas. Por ende, el mencionar a las vfas 
como perteneciente a una u otra naturaleza, obedece meramente a 
una simplification didactica. A su vez, la apoptosis puede ser consi- 
derada un "destino final" que participa como resultado de diversos 
mecanismos de defensa, tambien como un proceso a ser regulado 
en el desarrollo de una determinada infection viral. Diversos virus 
pueden inhibir o promover la apoptosis. Mas aun, un mismo virus y 
-a veces aun- una misma protefna viral pueden inducir uno u otro 
efecto, dependiendo de condiciones del microambiente celular. 

En la via de muerte celular intrfnseca, la initiation de la 
apoptosis ocurre como resultado de una alteration en la homeos- 


tasis intracelular. En esta via la mitocondria desempena un rol crf- 
tico. La induction de la apoptosis por la via de muerte celular 
extrinseca se realiza a traves de la interaction de los receptores 
de muerte (DR [Death Receptor ] como el receptor para Fas 6 el 
receptor para TNF [Tumor Necrosis Factor]- a) con sus respecti- 
vos ligandos de muerte (DRL [Death Receptor Ligand] como FasL 
[ligando de Fas] y TNF-a). Tambien puede dispararse la apoptosis 
mediante la actividad del sistema secretorio de celulas citotoxi- 
cas (CTL con fenotipo CD8 + -o infrecuentemente CD4 + - y NK), 
a traves de dos proteinas que alteran las membranas -perforina y 
granulisina- y granzimas. La apoptosis inducida por granulisina 
acontece mediante mecanismos aun no totalmente dilucidados, 
mientras que la granzima B activa la via extrinseca de las caspasas. 

La apoptosis puede ser, a su vez, separada en al menos tres fases 
distintas: initiation, integracion/decision y ejecucion/degradacion. 
La fase de initiation depende estrictamente de la naturaleza de la 
serial letal que, como se menciono anteriormente, puede provenir del 
medio intracelular o extracelular. En la fase de integracion/decision 
estan implicadas numerosas moleculas pro- y anti-apoptoticas las 
cuales se oponen mutuamente decidiendo el destino final de la celula 
y el pasaje del "punto de no retomo". La fase final de ejecucion invo- 
lucre un conjunto de fenomenos de degradation post-mortem los que 
producen las manifestaciones fenotfpicas de la apoptosis. 

5. 1. Familia de las caspasas 

Las caspasas constituyen una familia de proteinas intracelulares 
involucradas en la apoptosis o en la inflamacion. Se han descripto 
10 caspasas en celulas humanas, algunas de las cuales pertenecen a 
la subfamilia involucrada en la activation de citoquinas (caspasas 
-1, -4 y -5) y otras a la subfamilia involucrada en la apoptosis (cas- 
pasas -2, -3, -6, -7, -8, -9 y -10). Dentro de estas ultimas, algunas 
son "iniciadoras" (caspasas -2, -8, -9 y -10) y otras "efectoras" (-3, 
-6 y -7) del proceso apoptotico. La activation de las caspasas efec- 
toras representa, dentro de la cascada de serialization, el punto de 
compromiso apoptotico de la celula. 

Las caspasas son sintetizadas como procaspasas, las cuales 
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Figura 7.33. Determinacion mediante tincion de Hoechst y microscopia de fluorescencia de la apoptosis tardia en celulas HeLa 
con y sin expresion transitoria de las proteinas Core de los genotipos 1b y 2c del virus hepatitis C (HCV) durante 24 h. y luego 
tratadas con staurosporina (STR). A. Celulas transfectadas con el plasmido control, sin el gen core. B. Celulas con expresion transitoria 
de Core 1b durante 42 h. C. Celulas con expresion transitoria de Core 2c durante 42 h. D. Celulas transfectadas con el plasmido control y 
luego de 24 h. tratadas con STR 0,75 pM durante 18 h. E. Celulas con expresion transitoria de Core 1b durante 42 h., tratadas con STR 
0,75 pM (en las ultimas 18 h. de expresion). F. Celulas con expresion transitoria de Core 2c durante 42 h., tratadas con STR 0,75 pM (en 
las ultimas 18 h. de expresion). Fuente: Minassian ML: tesis doctoral. Facultad de Farmacia y Bioqulmica, UBA.2009. 


son posteriormente procesadas mediante clivaje y subsiguiente 
oligomerizacion para constituir sus formas activas tetramericas. 
El dominio NH,-terminal de las caspasas exhibe una longitud va- 
riable, dependiendo de la categorfa funcional a la que pertenezca. 
Las caspasas iniciadoras de la apoptosis y las inflamatorias poseen 
prodominios largos (mayores a 100 aminoacidos) mientras que las 
caspasas efectoras de la apoptosis contienen prodominios cortos 
(menores a 30 aminoacidos). A su vez, los prodominios largos 
contienen motivos especificos esenciales para la actividad. Estos 
motivos pueden ser "dominios efectores de muerte" {Death Effec- 
tor Domains [DEDs]) o "dominios de reclutamiento de caspasas" 
{Caspase Recruitment Domains [CARDs]). Los mismos median 
las interacciones entre las caspasas y una variedad de moleculas 
adaptadoras involucradas en la senalizacion celular. Las caspasas 
que contienen dominios DED son caspasas iniciadoras, mientras 
que las caspasas que contienen dominios CARD pueden ser caspa- 
sas iniciadoras o caspasas inflamatorias. 

La induction de la apoptosis a traves de los mecanismos de 
muerte extrinsecos o intrinsecos resulta en la activacion de las cas- 
pasas iniciadoras de la apoptosis. Los receptores de muerte (DRs 
o Death Receptor, en ingles), a traves de moleculas adaptadoras, 
reclutan a las caspasas iniciadoras -2, -8 o -10; mientras que las se- 
nales de muerte intrfnseca resultan en la activacion de la caspasa-9. 
La activacion de las caspasas iniciadoras constituye el primer paso 
de una via proteolftica altamente regulada, irreversible y retroali- 
mentada. Estas caspasas son capaces de clivar procaspasas y por 
lo tanto, capaces de activar a las caspasas efectoras (caspasas -3, 
-6 y -7) o de amplificar la cascada por un aumento en la activacion 
de las caspasas iniciadoras. Las caspasas efectoras son comunes 
a ambas vias de muerte (extrinseca e intrfnseca); por lo tanto, las 
caracterfsticas morfologicas y bioqmmicas de la apoptosis son re- 
lativamente independientes del inductor apoptotico. 

A traves del procesamiento proteolftico, las caspasas pueden ac- 
tivar o inhibir diferentes proteinas que exhiben roles tales como la 
manutencion de la morfologfa celular, la muerte celular, el metabo- 
lismo del DNA, la regulation del ciclo celular o la transduction de 
senales. La especificidad de las caspasas para dichos blancos resulta 


en una controlada y eficiente remocion de celulas danadas o prescindi- 
bles en un tejido. Asi por ejemplo, la fragmentation oligonucleosomal 
del DNA es causada por la action de la caspasa-3 sobre el complejo 
CAD/iCAD {Caspase-Activated DNase / inactive CAD); vease la fi- 
gura 7.38. Durante la apoptosis, dicha caspasa diva al inhibidor iCAD 
permitiendo que la nucleasa CAD corte la cromatina. Por otra parte, 
es conocido que las caspasas producen cambios en la morfologfa ce- 
lular por clivaje y activacion de las proteinas gelsolina y fodrina pro- 
duciendo la disociacion de la membrana plasmatica del citoesqueleto. 
Tambien pueden clivar a la proteina Rb desregulando el ciclo celular o 
clivar proteinas implicadas en la adhesion celular, entre otras. 

5.2. Familia de proteinas Bcl-2 

Como lo indica su nombre, el gen bcl-2 fue descubierto en linfo- 
mas humanos de celulas B donde, por translocation cromosomica, 
se ubico en yuxtaposicion con los elementos potenciadores de la 
transcription ( enhancers ) en el locus de la cadena pesada de las in- 
munoglobulinas. El resultado file la desregulacion de la expresion 
del mismo y por lo tanto, la sobreexpresion de la proteina Bcl-2. De 
esta forma, bcl-2 es considerado un proto-oncogen que prolonga la 
vida celular por inhibir la apoptosis. 

Han sido identificadas varias proteinas homologas a Bcl-2 en 
vertebrados, constituyendo la familia de proteinas Bcl-2. Esta fa- 
milia incluye proteinas que pueden promover la supervivencia o la 
muerte celular. Las cantidades relativas o el equilibrio entre estas 
proteinas anti- y pro-apoptoticas influencian la susceptibilidad de 
las celulas a las senales de muerte. 

Mas alia de su rol en la apoptosis, la clasificacion de los miem- 
bros de esta familia esta basada en la presencia o ausencia de domi- 
nios con homologfa Bcl-2 (dominios BH). Han sido descriptos cua- 
tro dominios BH: BH1, BH2, BH3 y BH4, los cuales corresponden 
a segmentos a-helicoidales. Las proteinas anti-apoptoticas Bcl-2, 
Bcl-X L , Mcl-1, Bcl-W contienen los cuatro dominios, mientras que 
las proteinas pro-apoptoticas estan caracterizadas por la perdida 
del dominio BH4. Han sido identificadas dos subfamilias de miem- 
bros pro-apoptoticos de la familia Bcl-2: la familia bax (Bax, Bak, 




Capi'tulo 7 / Mecanismos de defensa del hospedador frente a las infecciones virales 


173 



Figura 7.34. Via intrinseca de la apoptosis. Vease el texto. Fuente: Minassian ML: tesis doctoral. Facultad de Farmacia y Bioquimica, UBA, 2009. 




Annliu V-FITC* 



Figura 7.35. Via intrinseca de la apoptosis. Determination mediante marcacion con Anexina V-FITC / loduro de propidio (IP) y citometria 
de flujo de la apoptosis temprana y tardla/necrosis en celulas HeLa con y sin expresion transitoria de las proteinas Core de los genotipos 1 b 
y 2c del virus hepatitis C (HCV) durante 24 h. y luego tratadas con staurosporina (STR). I) A. Celulas transfectadas con el plasmido control, 
sin el gen core B. Celulas con expresion transitoria de Core 1b durante 42 h. C. Celulas con expresion transitoria de Core 2c durante 42 h. 
D. Celulas transfectadas con el plasmido control y luego de 24 h. tratadas con STR 0,75 pM durante 18 h. E. Celulas con expresion transi- 
toria de Core 1b durante 42 h., tratadas con STR 0,75 pM (en las ultimas 18 h. de expresion). F. Celulas con expresion transitoria de Core 
2c durante 42 h., tratadas con STR 0,75 pM (en las ultimas 18 h. de expresion). Se muestran los porcentajes de celulas en apoptosis tardia / 
necrosis (cuadrante superior derecho) y en apoptosis temprana (cuadrante inferior derecho) en los graficos de fluorescencia emitida por IP 
en funcion de la fluorescencia emitida por Anexina V-FITC. Los resultados corresponden al promedio de 3 experimentos independientes. 
II) Comparacion de porcentajes de celulas en apoptosis temprana, tardia/necrosis y apoptosis total determinada mediante marcacion con 
Anexina V-FITC / IP y citometria de flujo correspondientes a las imagenes del cuadro superior (I). *p<0,05). 
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Bok) que contienen los dominios BH1, BH2 y BH3; y la familia 
"BH3-<w/y" (Bid, Bim, Bik, Bad, Bmf, Hrk, Noxa y PUMA) que 
-como su nombre lo indica- solo contienen el dominio BH3. Se 
presume que este dominio es un dominio de muerte crftico en los 
miembros pro-apoptoticos. Muchos miembros de la familia Bcl-2 
contienen un dominio hidrofobico en el extremo COOH-terminal 
(dominio TM) que pennite la insercion de la proteina en la cara 
citosolica de membranas intracelulares. No todas las proteinas de 
la familia Bcl-2 poseen dominios TM. 

5.3. Via intrinseca de la apoptosis 

En la via intrinseca de muerte celular las senales pro-apoptoticas 
resultan de una alteration en la homeostasis intracelular. La mi- 
tocondria es el principal sitio de initiation intracelular aunque 
tambien ha sido implicado el reticulo endoplasmico (RE). Un gran 
numero de proteinas apoptoticas estan compartimentalizadas den- 
tro de la mitocondria, desde donde son liberadas ante una injuria 
apoptotica, colocandolas en proximidad con sus sitios de action 
(Figura 7.34). El citocromo c (cyt c) -normalmente localizado en 
el espacio intermembrana de la mitocondria- es liberado al cito- 
sol donde interactua con Apaf-1 (Apoptotic Protease-Activating 
Factor-1, o Factor 1 activador de proteasas apoptoticas), ATP/ 
dATP, y caspasa-9 para formar el "apoptosoma". Apaf-1 contiene 
un dominio CARD, a traves del cual interactua con la caspasa-9. 
En presencia de cyt c y ATP/dATP, Apaf-1 experimenta un cambio 
conformational que permite su auto-agregacion. Esto expone el 
dominio CARD induciendo el reclutamiento de la procaspasa-9 y 
su subsiguiente activation proteolitica. Luego, la caspasa-9 puede 
activar directamente a las caspasas -3 y -7, resultando en una muer- 
te ordenada a traves de controlados clivajes proteollticos de varias 
dianas corriente abajo. Smac/DIABLO (Second Mitochondrial Ac- 
tivator of Caspases /Direct IAP-Binding protein ofLOw isoelec- 
tric point \pl\) y Omi/FltrA2 ( Omi stress-regulated endoprotease/ 
High Temperatura Requirement protein A2) tambien son liberados 
desde la mitocondria al citosol en respuesta a un estimulo apop- 
totico. Smac/DIABLO y Omi/HtrA2 se unen a los dominios BIR 
( Baculovirus 1AP Repeat) presentes en las proteinas inhibidoras de 
la apoptosis IAPs ( Inhibitor of Apoptosis Proteins) eliminando su 
efecto inhibitorio sobre la actividad de las caspasas. 

Otro factor implicado en la apoptosis es el AIF ( Apoptosis In- 
ducing Factor). Este factor inductor de la apoptosis es una flavopro- 
teina mitocondrial que se transloca al nucleo luego de un estimulo 
apoptotico, donde induce la fragmentation partial del DNA y la con- 
densation de la cromatina. De igual forma actua la endonucleasa G 
(Endo G) luego de ser liberada al citosol. AIF y Endo G promueven 
la apoptosis independientemente de la activation de caspasas. 

A modo de ejemplo, se incluyen imagenes de apoptosis celular 
inducida por la via intrinseca, como consecuencia de la expresion in 
vitro del gen core del virus hepatitis C en celulas HeLa (Figura 7.35). 

5.3.1. Rol de las proteinas de la familia 
Bcl-2 en la regulation de la apoptosis 

La permeabilizacion de la membrana mitocondrial (PMM) es con- 
siderada como "el punto de no retorno" dentro de la cascada de 
eventos que llevan a la muerte celular programada. La PMM afecta 
tanto a la membrana mitocondrial interna como externa, culminan- 
do en la liberation de factores apoptogenicos que normalmente 
estan confinados al espacio intermembrana de la mitocondria, in- 
cluyendo los activadores de caspasas (como cyt c) y los efectores 
de muerte independiente de caspasas (como AIF). 

Las proteinas de la familia Bcl-2 (anti- y pro-apoptoticas) re- 
gulan la apoptosis ejerciendo su action sobre la mitocondria. Los 
miembros pro-apoptoticos de la familia Bcl-2 pueden inducir la 
PMM, mientras que los miembros anti-apoptoticos preservan la in- 
tegridad mitocondrial, bloqueando de esta manera la liberation de 
las proteinas solubles de intermembrana. Se han propuesto diferen- 
tes mecanismos para explicar el aumento en la PMM asociada con 
la muerte celular: 1) la serial de muerte puede activar a las proteinas 


pro-apoptoticas de la familia Bcl-2, las cuales se pueden movilizar 
desde el citosol a la membrana mitocondrial externa (Bax, Bid) 
o experimentar cambios conformacionales (Bak) para promover 
la formation de grandes canales homo- o hetero-multimericos a 
traves de los cuales son liberados los factores apoptogenicos; 2) 
los miembros pro-apoptoticos de la familia Bcl-2 activados pueden 
interactuar con componentes del complejo del poro de transition 
de la permeabilidad (PTPC, Permeability Transition Pore Com- 
plex) favoreciendo (o inhibiendo) la permeabilidad transitoria de la 
membrana mitocondrial interna, lo que conduce a la ruptura fisica 
de la membrana mitocondrial externa. Estos dos mecanismos no 
necesariamente son mutualmente excluyentes. 

Luego de una variedad de senales de muerte, las proteinas que 
solo exhiben un dominio BH3 (en ingles, "BH3 -only") experimen- 
tal! modificaciones post-traduccionales (por ejemplo, desfosforila- 
cion, clivaje proteolitico), resultando en la activation y moviliza- 
cion de dichas proteinas a la membrana mitocondrial donde ejercen 
sus funciones biologicas. Las moleculas "BH3-on/y" (como Bid, 
Bim, Bad y Noxa) requieren de Bax y Bak para ejercer sus activi- 
dades pro-apoptoticas mitocondriales. 

Bax y Bak difieren en su localization intracelular antes del es- 
timulo de muerte celular. Mientras que Bak es una proteina integral 
de la membrana mitocondrial externa, Bax reside como monomero 
en el citosol de las celulas viables. La activation de Bax conduce 
a su reubicacion e integration en la membrana mitocondrial exter- 
na (luego de experimentar un cambio conformational que expo- 
ne los extremos NH,- y COOH-tenninal) donde forma complejos 
homo-oligomericos que resultan en poros por donde son liberados 
los factores apoptogenicos. La oligomerization de Bax luego de su 
insercion mitocondrial gatilla un cambio conformational en Bak 
provocando su homo-oligomerizacion. La oligomerization y/o acti- 
vation de Bax y Bak puede ser tambien inducida por la proteina pro- 
apoptotica "BH3-on/y" truncada Bid (tBid). Dicha proteina tambien 
puede insertarse en la membrana mitocondrial. La disruption de la 
membrana mitocondrial por las proteinas Bax y tBid puede ocurrir 
tambien por un mecanismo independiente de caspasas. 

La proteina anti-apoptotica Bcl-2 previene la translocation ci- 
tosolica-mitocondrial de Bax, la oligomerization de Bax y Bak en 
la membrana mitocondrial y la insercion de tBid, al interaccionar 
con ellas formando heterodimeros neutralizando sus actividades 
pro-apoptoticas. Por otro lado, el gen bcl-x puede generar dos pro- 
teinas por un mecanismo de "splicing" altemativo: Bcl-X L (forma 
mas larga [longer]) y Bcl-X s (forma mas corta [shorter]). Ambas 
proteinas tienen funciones antagonicas, mientras Bcl-X L promueve 
la supervivencia celular, Bcl-X s activa la apoptosis al unirse a Bcl- 
2 previniendo de esta manera la interaction de esta ultima con Bax, 
la cual puede ejercer de esta manera sus funciones pro-apoptoticas. 
En presencia de senales de supervivencia. Bad se encuentra fosfo- 
rilada y secuestrada en el citosol al interaccionar con la proteina 
14-3-3-. Frente a un estimulo apoptotico, Bad es desfosforilada 
librandose de dicha interaction y pudiendo asi ejercer sus activida- 
des pro-apoptoticas. Bax tambien presenta una regulation negativa 
por la proteina 14-3-3- y su disociacion puede ocurrir tanto por 
mecanismos dependientes o independiente s de caspasas. 

Tambien se ha postulado que los miembros pro-apoptoticos 
de la familia Bcl-2 como Bax y Bak causan la apertura del poro 
del PTPC mientras que los miembros anti-apoptoticos como Bcl-2 
y Bcl-X L favorecen el cierre de estos canales. La apertura de los 
poros de transition de la permeabilidad causa la disipacion del po- 
tential de transmembrana mitocondrial provocando un influjo de 
fluidos dentro de la mitocondria. Se ha postulado que el resultado 
es la ruptura de la membrana mitocondrial externa y la liberation 
de las proteinas pro-apoptoticas. Sin embargo, se ha demostrado 
que la liberation de cyt c ocurre antes de la perdida del potencial 
de membrana mitocondrial. 

5.3.2. Rol de las proteinas c-IAPs 
en la regulation de la apoptosis 

En las celulas normales que no hubieran recibido estimulos apoptoti- 
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Figura 7.36. Via extrinseca de la apoptosis mediada por Fas. Observese la relacion entre las vias extrinseca e intrinseca. Vease el texto. 
Fuente: Minassian ML: tesis doctoral. Facultad de Farmacia y Bioquimica, UBA, 2009. 
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Figura 7.37. Via extrinseca de la apoptosis mediada por TNF-a. Vease el texto. Fuente: Minassian ML: tesis doctoral. Facultad de 
Farmacia y Bioquimica, UBA, 2009. 
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Granzima 

A 

B 

H 

K 

M 

Expresion 






CD8 + CTL 

++ 

+ + 

+ 

+ 


CD4 + CTL 

+ 

+ 




CD4 + Tregs 

- 

+ 




NK 

+ 

+/- 



+ 

Celulas mieloides 

- 

+ 




Caracteristicas comunes 






Rapida perdida de la integridad de la membrana plasmatica* 

+ 

+ 

+ 

+ 

? 

Traslocacion de fosfatidil serina al lado externo de la 






membrana plasmatica 

+ 

+ 

+ 

+ 


Condensation de la cromatina 

+ 

+ 

+ 

+ 

? 

Dano del DNA nuclear 

+ 

+ 

+ 

+ 

? 

Despolarizacion mitocondrial 

+ 

+ 

+ 

+ 

? 

Activacion de las caspasas 

- 

+ 

- 

- 

? 

Tipo del dano del DNA 






Fragmentation oligonucleosomica del DNA 

- 

+ 

- 

- 

? 

Cortes en el DNAde cadena unica 

+ 

- 

+ 

+ 

- 

Marcacion con TdT (terminal d-transferasa) 

+ 

+ 

+ 

+ 

? 

Marcacion con el fragmento de Klenow de la DNApolimerasa 

+ 

+ 

+ 

+ 

.? 

Tipo de dano mitocondrial 






Inhibition mediante sobre-expresion de Bcl-2 

- 

+ 

? 

9 

? 

Liberation del citocromo c 

- 

+ 

+? 

? 

? 

Hinchazon mitocondrial 

+ 

+ 

+ + 

+ 

+ 

Autofagia 

- 

- 

- 

- 

+? 


Tabla 7.10. Caracteristicas de las diferentes vi'as de muerte celular inducida por las granzimas. *: Medida median- 
te captation de ioduro de propidio y citometria de flujo. ** Medida mediante tincion con anexina V y citometria de flujo. 
Fuente: Chowdhury D & Lieberman J.; Annual Reviews in Immunology, 26:389-420, 2008. 


cos, la activacion aberrante de las caspasas se encuentra inhibida por 
las IAP ( Inhibitor of Apoptosis Proteins). Las primeras IAP fueron 
identificadas en el genoma de los baculovirus (virus de insectos), 
al observarse su capacidad de suprimir la apoptosis en celulas de 
insectos infectadas. Las proteinas humanas c-IAP r c-IAP, y XIAP 
(X-linked Inhibitor of Apoptosis) homologas a las IAP de los ba- 
culovirus, contienen en su extremo NH,-terminal dominios BIRs 
( Baculovirus IAP Repeats) mediante los cuales se unen e inactivan 
las caspasas efectoras -3 y -7 y la caspasa-9. Las c-IAP poseen una 
forma dual de impedir la funcion de las caspasas, a traves del blo- 
queo de sus sitios activos y mediante su ubiquitinacion conduciendo 
a su degradation proteosomal. Este ultimo serfa un mecanismo de 
seguridad contra el escape de caspasas (activadas espontaneamente) 
a la inhibition directa de las c-IAP en celulas no apoptoticas. Las 
c-IAP contienen un dominio con actividad de ubiquitina-ligasa, que 
cataliza la ubiquitinacion de las caspasas, as! como de si mismas y 
-por ende- su degradation por la via del proteasoma ante estlmulos 
inductores de apoptosis. Las c-IAP tambien podrlan inhibir la apop- 
tosis inducida por la interaction del TNF-a y su receptor (TNFR), 
debido a que interaccionan mediante sus BIR con los factores aso- 
ciados al TNFR: TRAF1 y TRAF2 (ver item 5.2.2). 

La expresion de los genes codificantes para las c-IAP es di- 
rectamente estimulada por el factor de transcription NF-kB. Los 
mecanismos centrales de supresion apoptotica de las c-IAP operan 
mediante inhibition de caspasas y mediante modulation del factor 
de transcription NF-kB. Las c-IAPs son inducidas por NF-kB y a 
su vez -a traves de su interaction con TRAF1 y TRAF2- pueden 


potenciar la activacion de NF-kB, formando un bucle de retroali- 
mentacion positiva. Por otra parte, las proteinas pro-apoptoticas 
Smac/DIABLO y Omi/HtrA2 -una vez liberadas desde la mito- 
condria tras un estlmulo apoptotico- se unen a los dominios BIR 
presentes en las proteinas inhibidoras de la apoptosis c-IAP elirni- 
nando su efecto inhibitorio sobre la actividad de las caspasas. 

5.4. Via extri'nseca de la apoptosis 

En la via extrinseca, la serial letal proviene del medio extracelular. 
Los receptores de muerte (DRs) pertenecen a la superfamilia de re- 
ceptores del TNF (TNFR). Transmiten sus senales de muerte luego 
de la union con sus respectivos ligandos de muerte. Los miembros 
de la familia mejor caracterizados son los receptores para Fas (o 
Apol) y TNFR-1, aunque tambien se conocen los receptores DR3 
(o Apo3), DR4, DR5 (o Apo2) y DR6. Estos receptores de trans- 
membrana estan caracterizados por poseer dominios extracelula- 
res ricos en Cisteina ( Cysteine-Rich Domains [CRD]) y dominios 
intracelulares de muerte ( Death Domains [DDs]). Luego de la 
union receptor-ligando, se produce la auto-asociacion del recep- 
tor y su subsiguiente activacion donde -mediante la interaction de 
los DDs- son reclutadas otras proteinas que contienen los mismos 
dominios y funcionan como moleculas adaptadoras dentro de la 
cascada de transduction de senales. 

5.4.1. Serialization mediada por Fas/FasL 

La interaction Fas-FasL promueve el reclutamiento de la proteina 
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citosolica FADD ( Fas-Associated Death Domain protein ), la cual 
ademas de los dominios DDs contiene un dominio NFF-terminal 
DED responsable de su asociacion con otras protemas que contie- 
nen el mismo dominio como las caspasas -8 y -10 (Figura 7.36). 
El complejo formado por Fas, FasL, FADD y la caspasa-8 6 -10 
es llamado DISC ( Death-Inducing Signaling Complex, o complejo 
de senalizacion inductor de muerte). La activacion de estas caspa- 
sas iniciadoras lleva a la ejecucion de la apoptosis por clivaje de 
sustratos corriente abajo. Se han identificado dos tipos de celulas 
segun la via de senalizacion de Fas utilizada. Las celulas tipo I re- 
quieren la activacion de caspasa-8, la cual activa a la caspasa-3. En 
las celulas tipo II, la limitada activacion de la caspasa-8 conduce a 
una via de amplification mediada por la activacion mitocondrial. 
En esta ultima via, la caspasa-8 media el clivaje y activacion de la 
protefna Bid. Luego tBid induce la liberation de los factores apop- 
togenicos mitocondriales con la subsiguiente activacion de la via 
intrmseca de la apoptosis 

5.4.2. Senalizacion por TNF-a /TNF-R1 

La union del ligando TNF-a con el receptor TNF-R1 (Figura 
7.37) promueve la disociacion de la proteina SODD ( Silencer 
Of Death Domains) de la portion citoplasmatica del receptor, 
permitiendo as! el reclutamiento de la protefna adaptadora 
TRADD (TNF Receptor-Associated DD). Luego de su aso- 
ciacion, TRADD puede interactuar con FADD, TRAF2 (TNF 
Receptor-Associated Factor-2) y RIP ( Receptor-Interacting 
Protein). La interaction con FADD induce la apoptosis por una 
via similar a la de Fas. El TNF tambien puede inducir la apop- 
tosis mediante su interaction con los DDs de las protemas RIP 
y RAIDD/CRADD (RIP-Associated ICH-l/Ced-3 homologous 
protein with DD/Caspase and RIP Adaptor with DD). RAIDD 
contiene un dominio CRAD a traves del cual puede interactuar 
con la caspasa-2 para inducir la apoptosis. La caspasa-2 activa- 
da promueve el clivaje de Bid, el cual induce la liberation de 
los factores pro-apoptoticos mitocondriales como cyt c, Smac/ 
DIABLO y AIF, activando consiguientemente la via intrmseca 
de la apoptosis (aunque pareceria existir una via alternativa in- 
dependiente de Bid). 

El reclutamiento de TRAF2 por TRADD puede producir la ac- 
tivacion de NF-kB y JNK. La activacion de JNK puede inducir 
la apoptosis o la supervivencia dependiendo del tipo celular y la 
presencia o ausencia de especies reactivas de oxigeno. 

La activacion de NF-kB -que ocurre tras la degradation pro- 
teosomal de su inhibidor I-kB ( Inhibitor o/ NF- kB)- protege a las 
celulas de la apoptosis inducida por TNF ya que al translocarse al 
nucleo controla la expresion de las protemas c-IAR 

5.4.3. Senalizacion mediada por perforinas y granzimas 

Esta via es empleada tanto por la respuesta innata (por ejemplo, ce- 
lulas NK), como la adaptativa (CTL CD8 + , CTL CD4 + [usualmente 
del linaje Thl], y aun ciertas Treg). Para ello, el organismo huma- 
no dispone de un mecanismo de liberation exocitica de protemas 
con capacidades proteolfticas diversas que culminan en la muerte 
celular programada. 

Las perforinas son utilizadas habitualmente como vehfcu- 
lo para enviar los granulos citotoxicos que tambien contienen 
granzimas (abreviado, Gzm: enzimas [serina-proteasas] conteni- 
das en granulos) y que son direccionados hacia la celula dia- 
na en la que promovera la actividad pro-apoptotica, al menos 
mediante tres vias (vease mas adelante). Para ello, inicialmente 
los granulos se dirigen dentro de la celula citotoxica hacia el lugar 
donde se produce la sinapsis inmune entre esta y la celula diana, 
fusionandose inicialmente la membrana conteniendo el granulo ci- 
totoxico con la membrana plasmatica de la celula donde se sinteti- 
zo. Posterionnente, se libera el contenido del granulo en el "valle 
sinaptico" para alcanzar la celula diana. Diversas moleculas como 
HsP70 y otras, pueden potencialmente ser tambien utilizadas como 
transporte y promover el efecto citolftico mediado por Gzm. 

Las Gzm poseen una importante funcion en la respuesta 


citotoxica frente a patogenos intracelulares y ante tumores. 
Recientemente, tambien se ha demostrado su relevancia en la 
regulacion de la sobrevida de los LT, en la tolerancia inmuno- 
logica, asi como en eventos inflamatorios, y a nivel del compar- 
timiento extracelular, favoreciendo la migration linfocitaria, al 
producir la proteolisis de protemas extracelulares o de recep- 
tores de superflcie. Hasta el presente, se han descubierto 5 Gzm 
humanas: A, B, H, K y M las que exhiben elementos en comun 
y diferenciales en la induction de la apoptosis (Tabla 7.10). Las 
Gzm Ay B son las mas abundantes, y esta ultima la mas estudiada. 
La Gzm B cliva protemas -al igual que las caspasas- luego del 
reconocimiento de residuos de acido aspartico (D), la Gzm A y la 
Gzm K actuan como triptasas, y la FI como la quimiotripsina, cli- 
vando protemas luego de aminoacidos aromaticos. 

Solo la Gzm B promueve la apoptosis mediante la actividad 
de las caspasas. 

A continuation solo se hara una breve referencia a algunos de 
los aspectos mas salientes indicados en la Tabla 7.10. 

Granzima A. Esta proteasa dimerica promueve la muerte ce- 
lular, indistinguible de la apoptosis, aunque sin participation de 
las caspasas. Las celulas mueren rapidamente con afectacion mi- 
tocondrial y disruption de la membrana plasmatica, seguidos de 
traslocacion de fosfatidil serina al lado externo de la membrana 
plasmatica (revelado mediante tincion con Anexina V) y dano del 
DNA (cortes en hebras de cadena simple, que producen fragmen- 
tos de megabases, en contraposition con los pequenos fragmentos 
intemucleosomicos producidos por la granzima B). El dano mito- 
condrial no se traduce en la permeabilizacion de su membrana 
externa (MOMP: Mitochondrial Outer Membrane Permeabili- 
zation). Sin embargo, el dano mitocondrial es la principal causa 
de muerte celular. Esta granzima es transportada desde el citosol a 
la matriz mitocondrial posiblemente a traves de chaperonas, don- 
de cliva un componente del complejo I de la cadena de transporte 
de electrones, lo que afecta el potencial redox, la generation de 
ATP y la mantencion del potencial de transmembrana A\p a la 
vez que promueve la generation del ion superoxido. Este condu- 
ce a un complejo de respuesta de estres oxidativo asociado al RE 
(denominado complejo SET) al nucleo donde promueve el dano 
del DNA. El complejo SET consta de 3 nucleasas, 1 proteina de 
union al DNA danado y 2 protemas modificadoras de la cromatina. 
Este complejo tiende a detectar daiios en el DNA y repararlo. Sin 
embargo, la Gzm A al clivar a un inhibidor de la endonucleasa, 
permite generar el dano del DNA, que luego se extiende por action 
de una exonucleasa contenida en el complejo SET. Asimismo, la 
Gzm A inactiva el complejo de reparation de bases escindidas del 
DNA (BER, Base Excision Repair) y otros sistemas de reparation 
del genoma. Finalmente, Gzm A es capaz de pro mover la apertura 
de la cromatina en el nucleo, al clivar la histona H-I y remover los 
extremos de otras histonas, lo que torna mas susceptible al DNA 
celular a la action de las nucleasas, al tiempo que disrumpe la la- 
minina de la envoltura nuclear. 

Granzima B. Esta proteasa promueve la apoptosis mediante 
la actividad de las caspasas, pero tambien en un modo indepen- 
diente de ellas, ya que muchos de los sustratos de ambas se yuxta- 
ponen por reconocerse en ambos casos residuos de acido aspartico. 
Gzm B cliva Bid y la DNAsa iCAD ( inactive Caspase Activated 
DNAse), lo cual genera bid truncado (tBid) y CAD, respectivamente, 
lo que -a su vez- producira el dano mitocondrial e internucleoso- 
mico (Figura 7.38). Esta ultima action se yuxtapone con la de la cas- 
pasa-3. Entre las moleculas diana se encuentran la tubulina, PARP- 
1, laminina B, etc., adicionandose otros sustratos semejantes a los 
reconocidos por las caspasas -6, -8 y -9. La Gzm B (al igual que las 
caspasas) promueve la generation de especies reactivas de oxigeno 
(ROS), la afectacion del potencial de transmembrana mitocondrial 
A\|/ y MOMP lo cual libera cyt c y otras moleculas proapoptoticas 
tales como Smac/DIABLO desde el espacio intermembrana. 

Granzima H. Esta proteasa promueve la muerte celular inde- 
pendiente de caspasas, asociada al dano mitocondrial (sin afectarse 
la liberation del cyt c) y la fragmentation nuclear (sin participa- 
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CTL - + 


Tiempo 0 10 60 120 240 

DEVD • 



TGP (Ul/I) 14 16 SS 147 238 

7-AAO % NR 6,1 5,2 6,7 6.0 

Figura 7.38. Evolution temporal de la apoptosis promovida por 
CTLs en celulas que expresan antigenos de HBV. El clivaje del 
DNA cromosomico a nivel internucleosomico de la celula diana re- 
conocida por el CTL acaece por la actividad de una DNAsa activada 
por la caspasa 3, luego de ser activada por la via extrinseca de la 
apoptosis, lo que promueve la formation de fragmentos "en escale- 
ra". Un cion de LT CD4 + especlfico para el HBs Ag induce apoptosis 
de hepatocitos de ratones transgenicos para HBV. El DNA cromo- 
somico fue preparado a partir de mezclas de celulas adherentes y 
no adherentes y de detritus de cultivos de hepatocitos no tratados o 
de cultivos hepatociticos durante periodos variables de tiempo con 
el cion de CTL con y sin un inhibidor irreversible de la caspasa 3, Z- 
DEVD -FMK (DEVD). El DNA fue fraccionado mediante electrofore- 
sis en un gel de agarosa al 1 ,5%. M: marcador de tamano molecular 
en escalera de 100 pares de bases (pb) TGP: transaminasa gluta- 
mico-piruvico, cuyo nivel en el sobrenadante se expresa en Ul/I. El 
porcentaje de celulas CD8* en la fraction de celulas no adherentes 
se indica al pie (7-AAD %). Fuente: Pasqueto V et al. Journal of Vi- 
rology, 74: 9792-96, 2000. Reproducido con autorizacion. 


cion de CAD). Gzm H pareceria ejercer un efecto redundante con 
la Gzm B. Algunos virus como los adenovirus, han desarrollado 
mecanismos de inactivation de Gzm B, pero la infection puede ser 
limitada tempranamente por la actividad de Gzm H presente en las 
NK. antes de la participation de la respuesta adaptativa mediada 
por CTL que poseen Gzm B. 

Granzima K. Esta proteasa monomerica, pareceria duplicar 
la actividad proteolftica nuclear promovida por la Gzm A. Sin em- 
bargo, no se ha establecido si a nivel mitocondrial se comporta 
como la Gzm A (disfuncion sin MOMP: ROS y diferencias en el 
potencial de membrana A\|/ m pero sin liberation de cyt c) o como la 
Gzm B (alteration mitocondrial con MOMP) o si es un mecanismo 
hfbrido de ambas. 

Granzima M. Esta proteasa que cliva luego de residuos de Leu o 
Met esta principalmente asociada a la inmunidad innata, ya que esta 
presente fundamentalmente en celulas NK y LT y8. Aun no se ha esta- 
blecido si esta granzima actua como la Gzm B o si utiliza nuevas vfas. 

6. Control de la infeccion viral 

En una sinfonia no todos los instrumentos son ejecutados simulta- 
neamente. En modo analogo, ante una infeccion viral intervienen 
diversos componentes de la respuesta inmune innata y adaptativa 
influidos por su especifica distribution temporo-espacial. En este 
capftulo se ha descripto parcelarmente la participation de algunos 
elementos solubles y figurados de la respuesta inmune. Sin embar- 
go, el lector debera imaginar la simultaneidad con que acontecen 
varios de los procesos hasta aqui expuestos. 

Los virus han evolucionado para persistir en la naturaleza. 


Como contrapartida, la respuesta inmune innata y adaptativa del 
ser humano debe poder sobreponerse a la infeccion viral. Para ello, 
ha desarrollado multiples y eficaces sistemas que responden tem- 
pranamente a ella, y que pueden protegerlo por periodos prolonga- 
dos. Dado que los virus pueden evadirse de la action de algunos 
de ellos, los mecanismos de defensa antiviral son muchas veces 
redundantes, con el objeto de ofrecer un sistema de resguardo. Asi, 
-a modo de ejemplos- ante la eventual inactivation de la via clasica 
del sistema complemento, existe la via altemativa o el sistema de 
colectinas; la secretion de IFN-y puede estar producida por celulas 
NK, por LT yS o por LT a(3 de memoria; la fagocitosis puede ser 
llevada a cabo tanto por macrofagos como por polimorfonucleares, 
la secretion de citoquinas antivirales como IFN-y, TNF-a, TNF-|3 
o IL-6 puede provenir de multiples estirpes celulares. 

Una vez producida la implantation viral en la puerta de entrada 
al organismo (por ejemplo, la superficie del epitelio respiratorio 
o digestivo) y luego del reconocimiento por los RRP, se sinteti- 
zan elevados niveles de IFN-p. Este se une al receptor y promueve 
la smtesis de multiples moleculas efectoras antivirales. A su vez, 
sensibiliza celulas colindantes y distales para producir mas IFN 
luego de producirse la infeccion viral. Simultaneamente, se inicia 
el mecanismo de transferencia de la actividad antiviral inducida 
por IFN a celulas contiguas cuya respuesta al mismo es mas lenta, 
o esta limitada por el grado de accesibilidad de aquel. La infec- 
tion de leucocitos, a su vez, puede producir la liberation de IFN-a. 
Este interferon puede ser tambien liberado por dichas celulas en 
el sitio inicial de implantation viral, una vez que las mismas con- 
fluyen a esta zona. El IFN-a difunde hacia la circulation con ma- 
yor eficacia que los tipos p y y. La interferonemia puede conferir 
protection a organos ubicados a distancia donde podria replicar el 
virus. El IFN-y es capaz de potenciar los efectos de los tipos a y 
p. La resultante de dichas interacciones es la amplification general 
del sistema: se producen mas moleculas efectoras con actividad 
antiviral y se potencian otros mecanismos defensivos mediados 
por la activation de celulas NK y macrofagos y de citotoxicidad 
mediada por anticuerpos. La actividad maxima de las celulas NK 
tiene lugar a los 3 dias de iniciada la infeccion. En segundo termi- 
no, el interferon induce la expresion de moleculas CMH-I. Elio 
implica para estas celulas dos efectos inmediatos: 1) diminution 
de la sensibilidad a las celulas NK; 2) conversion a diana para los 
CTL CD8 + , que aparecen aproximadamente a los 7 dias de iniciada 
la infection. Existe sinergismo entre el sistema IFN y los anti- 
cuerpos sericos antivirales: la coexistencia de ambos es capaz 
de potenciar mas de mil veces el efecto que cada uno de ellos 
ejerceria individualmente sobre la infeccion. 

Todas estas interacciones funcionan en plenitud si el virus con- 
tinua su replication y diseminacion a distancia a organos bianco. 
Debido a la respuesta innata y adaptativa del hospedero, esta situa- 
tion existe en un numero limitado de casos. 

Es menester subrayar, sin embargo, que el IFN no es la unica ni 
la mas importante causa de recuperation de una infeccion viral. Si 
as! fuera, la production del mismo ante una primera infeccion sis- 
temica, o bien ante la administration de una vacuna viral atenuada, 
deberia conferir protection contra cualquier virus no relacionado, 
al menos durante un cierto lapso de tiempo. Sin embargo, este fe- 
nomeno no ocurre generalmente. Solo pareceria ser responsable 
de cierta protection temporal al ocurrir infecciones por un virus 
en el tracto respiratorio o digestivo frente a otros agentes que pe- 
netran por la misma puerta de entrada. Esto sugiere una limitation 
temporo-espacial del efecto del interferon: su principal mecanismo 
antiviral serfa la protection de celulas vecinas a las del sitio inicial 
de implantation viral durante un perfodo restringido de tiempo. A 
la interferencia ejercida sobre la replication viral por el sistema 
Interferon, debe anadirse el silenciamiento transcriptional promo- 
vido por los RNAi, utilizando el RISC para el subsiguiente clivaje 
de RNAs virales. 

La respuesta inmune especifica es una funcion de la actividad 
de linfocitos especificamente comprometidos, que son estimula- 
dos por las CD en los organos linfoides secundarios desde don- 
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Grupo de 
galectinas 

Ejemplos 

Valencia 

Estructura 

Prototfpicas 

Galectina-1, -2, -5, -7, -10, 
-11,-13, -14, y -15 

Divalentes al dimerizarse 


Con repetition en 
tandem 

Galectina-4, -6, -8, -9 y -12 

Intrfnsecamente divalentes 


Quimerica 

Galectina-3 

Monovalente en solution; 
multivalente luego de unirse 
a sus glicoligandos 



Tabla 7.11. Clasificacion de las galectinas segun su estructura y Valencia. 


) Corpus 
Editorial 


de pueden migrar hacia los diversos sitios del organismo donde 
son requeridos. La eliminacion viral durante la fase aguda de 
la infeccion acontece como funcion de la actividad de los CTL 
CD8 + . El balance ajustado entre dicha eliminacion y la (limi- 
tada) produccion de dano tisular es regulado por las Tregs. La 
promotion de una efectiva respuesta de anticuerpos antivirales 
por parte de los LB es funcion de los LT CD4 + ayudadores (Th). 
Existen principios en comun en la expansion clonal de estas estir- 
pes linfociticas, con la exception de que mientras los LT exhiben 
siempre el mismo TCR que presentan las celulas precursoras, los 
LB muestran un proceso de maduracion de la afinidad de su recep- 
tor B y un cambio somatico que genera diversidad. La memoria in- 
munologica refleja la continua y duradera presencia de un numero 


incrementado de LB y LT precursores. Mientras los plasmocitos 
(etapa final de la diferenciacion del linaje celular B) producen 
anticuerpos persistentemente, los LT precursores no secretan 
producto alguno en ausencia de un subsiguiente desafio. Ideal- 

mente, las poblaciones T de memoria persisten con elevada fre- 
cuencia en un estado parcialmente activo, que permite una rapida 
respuesta de funciones efectoras. La ajustada y fina regulation de 
la respuesta innata y adaptativa por las galectinas ha permitido no 
solo comprender las bases de su homeostasis, sino tambien proveer 
potenciales dianas, para futures ensayos terapeuticos que permitan 
la eradication de infecciones virales persistentes y eviten algunas 
de las complicaciones autoinmunitarias asociadas a la infeccion 
por determinados virus. 
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Los diversos mecanismos de infeccion, propagacion y eventual- 
mente persistencia de los virus en las celulas permisivas del hospe- 
dador son los que permiten a estas entidades geneticas preservar su 
especificidad e identidad en la perpetuidad. Para lograr establecerse 
en el hospedador, los virus muchas veces requieren disminuir o 
alterar el tenor de la respuesta inmune. Como en una hipotetica 
batalla, tras el inicial ataque viral, el hospedador inmunocompetente 
pone en funcionamiento diversos mecanismos de defensa (respuesta 
inmune innata y adquirida) ante los que la poblacion viral propone 
estrategias de contraataque o subversion (Figura 8.1). 

Los virus pueden evadir la respuesta inmune mediante dos es- 
trategias generales: ya sea evitando el reconocimiento por parte del 
sistema inmune o alterando los mecanismos de defensa del hospe- 
dador (Tabla 8.1). 

Los virus que producen infecciones persistentes emplean es- 
trategias diversas para lograrlo. Ejemplos de estas estan dados por 
los virus HIV (virus de la inmunodeficiencia humana), HBV (virus 
hepatitis B), HCV (virus hepatitis C), EBV (virus Epstein-Barr), y 
HTLV (virus de la leucemia T humana). Se ha establecido que en 
general los virus a DNA (con excepcion del HBV) no producen 
infecciones persistentes asociados a una significativa viremia. Por 
el contrario, suelen utilizar la estrategia del camuflaje o la subver- 
sion a la respuesta inmune para lograrlo. Por el contrario, los virus 
a RNA habitualmente utilizan con el mismo proposito la estrategia 
de exhibir una veloz replicacion y de mutar significativamente su 
genoma, asociandose con frecuencia a elevados titulos de viremia. 
Para persistir, los virus a RNA modulan la respuesta inmune me- 
diante la estrategia de evasion a la presion inmune (como hacen, 
por ejemplo, el HIV y el HCV) o la de promover el agotamiento de 


las celulas del sistema inmune (como ocurre con HIV y HCV en el 
hombre y con el virus de la coriomeningitis linfocitaria [LCM] en 
el modelo murino). 

A continuacion se mencionaran algunos de los mecanismos uti- 
lizados con mayor frecuencia por los virus para evadir la respuesta 
inmune del hospedador. 

1. Alteracion del reconocimiento 

POR PARTE DEL SISTEMA INMUNE 

1. 1. Variacion anticenica 

Uno de los mecanismos mas importantes de evasion a la respuesta 
inmune del hospedador es la variacion antigenica. Esta se da como 
resultado de la aparicion de variantes genomicas ya sea por reaso- 
ciacion genetica (denominada tambien reordenamiento genetico), 
recombination o mutaciones puntuales (Tabla 8.2). 

1.1.1. Reasociacion genetica 

Este fenomeno se produce en genomas segmentados tales como el de 
influenza, dando lugar al evento de cambio mayor o shift antigenico. 
En este proceso, al llevarse a cabo la infeccion de una celula del hos- 
pedador con dos o mas variantes virales -y luego de producirse un 
ciclo de replicacion completo- la progenie resultante puede contener 
fragmentos genomicos procedentes de variantes parentales diferentes, 
originando variantes virales nuevas. Esta estrategia permite la emer- 
gencia de nuevos subtipos o la reemergencia de otros. Un ejemplo 
paradigmatico del primero lo constituyen las pandemias de gripe de 
1957 y 1968 que resultaron de la reasociacion de genes de origen 


c 


DEFENSA 



Figura 8.1. Relacion entre el virus y el hospedador. En el ejemplo seleccionado, el virus logra imponerse al hospedador. Sin embargo, 
en multiples infecciones, el individuo puede limitar las mismas y erradicar el agente. 
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Evitar el reconocimiento por el sistema inmune 

1 . Variacion antigenica 

2. Disminucion de la expresion genica viral 

3. Disociacion temporal de la expresion genica viral 

Alteracion de los mecanismos de defensa del hospedador 

1. Inhibicion de la presentacion antigenica 

2. Inhibicion o modificacion de la actividad mediada por el sistema Interferon (IFN) 

3. Modificacion de la actividad mediada por otras citoquinas 

4. Infeccion de celulas del sistema inmune y/o accion sobre las mismas 

a. Agotamiento del sistema inmune 

b. Actividad de superantigenos 

5. Regulacion de la apoptosis 

6. Modificacion de la actividad del sistema del complemento 

7. Sobre-expresion de receptores para Fc y consiguiente union de Igs 

8. Interaccion de proteinas virales con receptores/correceptores celulares 


Tabla 8.1. Mecanismos de evasion viral: algunos ejemplos. 


aviar en un contexto genico de virus influenza humano. En la primera 
pandemia se reasociaron los genes codificantes de proteinas de la en- 
voltura viral hemaglutinina y neuraminidasa (H2N2) y la polimerasa 
basica 1 (PB1) en un contexto genico (los restantes 5 fragmentos de 
RNA) de virus influenza humano. En modo analogo, en 1968 dos 
genes de influenza de los patos (H3 y PB1) se reasociaron con genes 
de virus influenza humano. El actual brote de influenza aviar causado 
por el subtipo E15N 1 del tipo A corresponde a un virus cuya totalidad 
de genes es de origen aviar (es decir, no exhibe segmentos genomicos 
reasociados). Sin embargo, la diseminacion viral interhumana ha sido 
excepcional hasta el momenta. Dado que este virus tiene una muy 
significativa tasa de fijacion de mutaciones y que por la naturaleza 
segmentada de su genoma podria producirse un evento de reasocia- 
cion genetica con cepas de virus de influenza humano, el riesgo de 
una pandemia esta latente (Figura 8.2). 

1.1.2 Recombinacion genetica 

El evento de recombinacion genetica se ha documentado en di- 
versos virus, entre genotipos y/o subtipos diferentes del mismo 
agente, al producirse el salto de cadena de las respectivas polime- 
rasas desde un templado determinado a otro de diferente genoti- 
po o subtipo que coinfecta la misma celula. Este evento ha sido 
fehacientemente documentado, por ejemplo, en virus que poseen 
una transcriptasa inversa como HIV y HBV, y en multiples virus 


con RNA polimerasas RNA dependientes y genomas a RNA de 
polaridad positiva tales como algunos enterovirus, rinovirus, o 
HCV (muy infrecuentemente), o de polaridad negativa segmenta- 
dos como influenza o -raramente- no segmentados como el virus 
sincicial respiratorio (RSV), etc. En Argentina se han detectado 
recombinantes entre los subtipos B y F de HIV (CRF12_BF), y 
entre los tipos A y D de HBV, cuya signification biologica aun 
se desconoce (Figuras 8.3Ay 8.3B). Tambien se han observado 
eventos de recombinacion entre distintos virus de un mismo gene- 
ro, como por ejemplo entre virus polio derivado de la vacuna Sa- 
bin y otros miembros del genero Enterovirus (HEV-C o especies 
del genero Enterovirus humano-C). En este caso, dicho evento se 
asocio en 2000-2001 a la emergencia de un brote de poliomielitis 
en Republica Dominicana y Haiti (derivada del serotipo 1 vacunal 
recombinante), a pesar de la eradication previa del virus polio 
salvaje en las Americas, y tambien recientemente a paralisis flac- 
cida en Camboya (derivado del serotipo 3 vacunal recombinante). 

1.1.3 Mutaciones 

El proceso de variacion genomica mas frecuentemente observado 
es la aparicion de mutaciones puntuales como resultado del proceso 
de replication del genoma viral, ya sea este a DNA o a RNA, siendo 
significativamente mas frecuente en genomas de este ultimo tipo. 
Estas mutaciones pueden o no traducirse en cambios aminoatidicos 


• Reasociacion genetica (reordenamiento) en genomas segmentados: 

- Influenza; shift antigenico (cambios mayores) 

• Recombinacion genetica: HIV, HCV, HBV, enterovirus, rhinovirus, RSV, etc. 

• Mutaciones puntuales: 

- Mutantes de escape a la respuesta inmune humoral: 

HIV: mutaciones en la region variable V3 

HBV: mutaciones en el determinante antigenico ay en la region hidrofilica principal del HBs Ag 
HCV: mutaciones en la region hipervariable de la envoltura E2 
Influenza: drift antigenico (cambios menores) 

- Mutantes de escape a la respuesta inmune celular: 

HBV: mutaciones en epitopes del HBcAg para LT asociadas al antagonismo para el receptor T 
(por ejemplo, sustituciones en el epitope 18-27 presentado por HLA-A2) o mutaciones en 
epitopes de la polimerasa o de la proteina de envoltura (HBs Ag) 


Tabla 8.2. Algunos ejemplos de variacion antigenica viral. 
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Figura 8.2. Influenza aviar y la posibilidad de una eventual futura pandemia de influenza. El brote de Influenza aviar se origino por la 
emergencia en la poblacion humana de un virus influenza del tipo A subtipo H5N1 (H: hemaglutinina; N: neuraminidasa) cuyo codigo genetico 
es de origen totalmente aviary que infecto a individuos en areas inicialmente limitadas. (1) La transmision entre humanos de este subtipo viral 
corpus ha sido excepcional al comienzo del brote (2), debido a la dificultad viral para adaptarse a la nueva especie. Sin embargo, la posibilidad de que 
Editorial este virus alcance una mayor eficiencia de propagacion interhumana esta latente (linea vertical de puntos). Un escenario posible indica que el 
virus influenza aviar H5N1 podria adquirir esa mayor eficiencia debido a mutaciones de su genoma (por ejemplo, en el gen de la hemaglutinina 
H de envoltura o en los correspondientes a las proteinas de la polimerasa; [3]) o al producirse la coinfection de individuos con un virus influenza 
humano (por ejemplo, tipo A subtipo H3N2; [4]) y de influenza aviar, lo que puede generar un evento de reasociacion genetica. (5) Se desconoce 
(indicado con el simbolo ?) la evolution que tendra en los proximos anos esta virosis emergente. El evento de reasociacion entre genes virales 
de origen aviar y humano ha dado origen a las pandemias de gripe que ocurrieron en 1957 (H2N2) y 1968 (H3N2). Debido a la ausencia de 
memoria inmunologica de la poblacion en la que se disemino, la reasociacion genetica con expresion de nuevos antigenos confirio a dichos 
subtipos una ventaja crucial para su propagacion. 


y estos, a su vez, pueden o no afectar la funcionalidad de las dife- 
rentes proteinas virales (enzimas, epitopes antigenicos, etc.). Los 
antigenos virales afectados pueden ser cruciales para la respuesta 
inmune humoral o celular. El virus patognomonico por excelencia 
asociado a la generation de variabilidad es el HIV. Con su elevada 
tasa de fijacion de mutaciones, este agente evade la respuesta in- 
mune de un modo sorprendente. La actividad de su transcriptasa 
inversa carente de lectura de prueba es proclive a la introduction de 
errores en la polimerizacion del DNA a partir del templado a RNA, 
especialmente en regiones que se conocen como variables. Una de 
ellas, el asi denominado V3 loop -que es bianco de la action de los 
anticuerpos- exhibe una altisima tasa de fijacion de mutaciones (en 
el orden de 1 x 10' 3 nt/sitio/ano), comparada con la de aproximada- 
mente 1 x 10' 4 para todo el genoma del HIV, o alrededor de 1 x 10‘ 5 
para HBV (valor que aumenta en las infecciones sin production del 
antigeno soluble e [HBc Ag]; vease el capitulo 24.3: Hepatitis B), 
6 1 x 10' 9 de otros virus con genoma a DNA. Sin embargo, dicha 
tasa de fijacion de mutaciones (donde predominan las no sinonimas 
sobre las sinonimas) es dependiente de cada hospedador, lo que 
sugiere que es dependiente de la presion de selection del sistema 
inmune de cada individuo. 

Como otro ejemplo de virus asociado a infecciones que puede 
exhibir variabilidad antigenica, cabe destacar la emergencia de 
mutantes de escape a los anticuerpos neutralizantes en cepas de 
HBV. Estas mutaciones se registraron frecuentemente en el deter- 
minante antigenico a de la protefna de envoltura viral -principal 


bianco de action de los anticuerpos neutralizantes- en aminoaci- 
dos esenciales para el mantenimiento de la correcta estructura del 
antigeno de superficie (HBs Ag), asi como en sitios criticos de la 
region hidrofflica principal, que -incluyendo al determinante a 
en su portion central- se extiende entre los aminoacidos 101-160 
(vease el capitulo 24.3: Hepatitis B). En cepas del mismo virus 
tambien se detectaron mutaciones en epitopes necesarios para el 
reconocimiento por LT ubicados en el HBc Ag o la polimerasa. 
Estos cambios aminoacfdicos impiden el correcto reconocimiento 
del antigeno viral por estos linfocitos y la consiguiente activation 
de los mismos. Un epitope muy inmunogenico para la respuesta 
T citotoxica esta representado por la region 18-27 del core de 
HBV. Mutaciones en los residuos 21 y 26 afectan al sitio de reco- 
nocimiento del receptor T (TCR) y la afinidad de la union con la 
molecula HLA-2, respectivamente. Elio torna al peptido mutado 
ineficaz para promover una serial de activation adecuada, pro- 
duciendose en su lugar la induction de anergia (del latin an: sin; 
ergos: estado) de clones T. Dado que la mayoria de los clones T 
no reconocen al peptido mutado, el efecto antagonico (antagonis- 
nro para el receptor T) constituye un mecanismo de evasion a la 
respuesta inmune. En modo analogo, la infection persistente por 
HCV se asocia a un permanente defecto de la respuesta inmune 
del hospedador por neutralizar la infectividad viral tanto a traves 
de anticuerpos neutralizantes como mediante la cooperation entre 
linfocitos T CD4 + y CD8 + . La continua presion de selection de la 
respuesta humoral y celular se asocia a la emergencia permanente 
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Figura 8.3A. Recombinacion homologa. La formacion de la union de Holliday (o intercambio cruzado de cadenas) se produce al alinearse 
dos doble helices homologas, en las que una de las cadenas de cada duplex es clivada, y luego invade al otro duplex. Estas reacciones y las 
subsiguientes migraciones de cadena son catalizadas por proteinas que funcionalmente actuan como recombinasas. Los sitios de corte de la 
union de Holliday luego de su isomerizacion determinan si se produce el intercambio de pequenos fragmentos de DNAen una cadena (parche) 
o si se produce la recombinacion de los duplex (empalme). 
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Figura 8.3B. Analisis de una secuencia parcial del gen S de un aislamiento de HBV (Rec.Arg-1) donde se evidencia un evento de 
recombinacion entre secuencias consenso adscriptas a los genotipos A y D, demostrado mediante los comandos Similarity Plot 
(arriba) y Grouping Scan (abajo) contenidos en los programas Simplot y Simmonic Sequence Editor Package, respectivamente. 

La muestra serica fue obtenida de un paciente adulto argentino, con antecedentes de drogadiccion endovenosa, con serologia positiva para HBV, 
HCV y HIV. A-H: genotipos del HBC; Gib: HBV del gibon; Ch: HBV del chimpance; WM: HBV del mono lanudo. El analisis en el programs Simmonic 
Sequence Editor Package fue gentilmente realizado por el Prof. Dr. Peter Simmonds (Universidad de Edimburgo, Reino Unido). Entre ambas ima- 
genes se muestra un esquema de la secuencia recombinante mas probable. Centro para el Estudio de las Hepatitis Virales. Depto. Microbiologia, 
Fac. de Medicina, UBA. 
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Latencia 

Flia. Herpesviridae (por ejemplo, HSV, EBV, etc.) 

HPV 

HBV en linfocitos 
Adenovirus en linfocitos T 
HIV en ciertos LT en reposo 


Tabla 8.3. Algunos ejemplos de disminucion de la expresion genica viral. 


de mutantes de escape a ambas. La pregunta que aun no tiene 
respuesta definitiva es si la variabilidad promueve la persistencia 
del HCV o si es esta la que contribuye a una mayor variabilidad. 

Sorprendentemente, se ha demostrado que tambien el virus 
sincicial respiratorio (RSV) -importante causa de bronquiolitis 
agudas en lactantes menores de dos anos- es capaz de exhibir un 
significative grado de variabilidad genomica y antigenica, no solo 
entre diversos aislamientos en localizaciones geograficas distantes, 
sino tambien en una misma ubicacion geografica en temporadas 
sucesivas. Los mecanismos que contribuyen a ello incluyen: a) la 
emergencia de mutantes en epitopes B; b) la generacion de peptidos 
modificados a traves de eventos de cambios de marco de lectura 
( frame shifting) mediante la insercion de un nucleotido que produce 
codones diferentes hasta ser subsiguientemente compensado por 
una delecion nucleotidica; c) hipermutaciones asociadas a multi- 
ples cambios A— »G; y d) duplicaciones genomicas. Estos cambios, 
podrtan contribuir a la escasa proteccion conferida por infecciones 
previas por RSV en sucesivas epidemias en un mismo paciente (ha- 
bitualmente pediatrico). 

1.2 Disminucion de la expresion genica viral 

La disminucion de la expresion genica en la fase de latencia de 
ciertos virus de la familia Herpesviridae es un mecanismo eficaz 
para evitar el reconocimiento por parte del sistema inmune de la 
celula hospedadora (Tabla 8.3). La inhibicion de la produccion de 
la progenie viral en esta fase latente implica la puesta en marcha 
de diferentes mecanismos por distintos virus, aun correspondientes 
a una misma familia viral. Elio puede abarcar desde la casi exclu- 
yente expresion de transcriptos de RNA con polaridad de anti-men- 
sajero (denominados LATs -del ingles Latency Associated Trans- 
cripts-) en neuronas latentemente infectadas por el virus herpes 
simplex (E1SV), hasta la obligada sintesis de la proteina EBNA-1 
para mantener el DNA en estado episomal durante la fase latente 
en la infeccion por EBV. En el primer caso, la expresion de los 
LATs inhibe la apoptosis neuronal, al tiempo que la ausencia de 
expresion significativa de peptidos virales en el contexto de mole- 
culas del CMH-I en las neuronas (a su vez presentadoras deficien- 
tes de antigenos), garantiza la persistencia viral. La smtesis de la 
proteina EBNA-1 durante la fase latente de la infeccion por EBV 
en linfocitos B (y regularmente expresadas en tumores asociados a 
EBV) es de especial interes. Si bien su constitucion rica en domi- 
nios repetidos de glicina-alanina, fue inicialmente postulada como 
la razon de una inadecuada degradacion proteasomica, y por ende 
de la consiguiente evasion a la vigilancia inmune por los linfocitos 
T CD8 + , el hallazgo reciente de peptidos de EBNA-1 provenientes 
de productos de neostntesis ribosomal defectuosa presentados en el 
contexto del CMH-I, permitio revelar la existencia de linfocitos T 
CD8 + especificos. Dado que EBNA-1 debido a su dominio repetiti- 
ve glicina-alanina inhibe su propia smtesis, se ha postulado que la 
evasion a los linfocitos T CD4 + y CD8 + podna ocurrir debido a que 
no se alcanza un umbral necesario para la presentacion. 

La disminucion de la expresion genica viral es una estrategia 
que puede producir efectos analogos a la inhibicion de la presenta- 
cion antigenica, dado que en ambos procesos se afecta el reconoci- 
miento de peptidos virales por los linfocitos T citotoxicos (CTLs). 


1.3 DisociaciOn temporal de la expresion genica 

Otra estrategia poco convencional pero igualmente eficaz para 
promover infecciones persistentes en reservorios animales es la 
llevada a cabo por los miembros de la familia Arenaviridae, cuyo 
principal representante en nuestro pais es el virus Junm, agente 
etiologico de la Fiebre hemorragica argentina. 

En conjunto, la disociacion temporal de la expresion in vitro e 
in vivo de los genes N y G (codificados en el segmento S [Small, 
pequeno]) del RNAy de los genes L y Z (codificados en el segmen- 
to L [Large, grande]) del RNA de los arenavirus sugiere que estos 
podrian permanecer temporalmente ocultos en el citoplasma celular 
y pasar -al menos parcialmente- desapercibidos para el sistema 
inmune. 

Se ha demostrado que solo cuando se sintetiza suficiente canti- 
dad de proteina N (de la nucleocapside), la misma funciona como 
anti-terminadora de la transcripcion y puede sintetizarse luego la 
glicoprotefna G de envoltura. La transcripcion y la replicacion vi- 
ral son a su vez reguladas por Z, una proteina de matriz implicada 
tambien en la brotacion viral (vease la replicacion de los arenavirus; 
capitulo 25.1). En la infeccion experimental murina con el virus 
LCM (el mas estudiado de los arenavirus), esta expresion antigeni- 
ca peculiar afecta la actividad de los CTLs y evita temporalmente 
la de los anticuerpos neutralizantes preformados. 

Ratones infectados experimentalmente con LCM exhiben una 
expresion temporalmente diferenciada de las proteinas N (inicial- 
mente producida) y G (subsiguientemente sintetizada). En conse- 
cuencia, N antecede en aproximadamente 8 hs. su presentacion 
antigenica en el contexto de moleculas del CMH-I respecto a G. La 
diferente cinetica inicial de expresion de N vs. G moldea la respues- 
ta inmunodominante de los CTLs, ya que los linfocitos especificos 
para N (CTLs-N) son sensibilizados antes que los especificos para 
G, por lo que inician el control de la infeccion con cargas virales 
mayores que las que enfrentaran subsiguientemente los CTLs-G. 
Ante esta circunstancia, la sensibilizacion de estos ultimos esta 
afectada, ya que habra menos celulas infectadas con las que po- 
drfan interactuar. 

La respuesta T citotoxica temprana habitualmente elimina la 
mayor parte de la poblacion viral presente en una infeccion determi- 
nada, pero si no logra dicho cometido y la carga viral inicial es alta, 
existe el riesgo de agotamiento de los CTLs, debido a la energica 
activacion y subsiguiente perdida funcional o fisica de los mismos 
(vease el item 4a en este capitulo). Ello ocurre con los CTLs-N ge- 
nerados al inicio de la infeccion experimental murina con LCM. Se 
ha observado que si bien G no es detectable mas alia de los 15 dias, 
N persiste aun despues de los 80 dias. Se ha postulado que la expre- 
sion diferencial de proteinas virales, debido al delicado mecanismo 
de autorregulacion negativa del virus, favorece la persistencia viral 
en el raton y que la ausencia de CTLs, observada en el modelo ex- 
perimental murino contra epitopes virales especificos de LCM, es 
consecuencia de dicha persistencia viral y no su causa. 

Asimismo, la ausencia temporal de smtesis de glicoprotefnas 
de envoltura impide la consiguiente formacion de viriones, cuya 
estructura externa es el bianco de accion de los anticuerpos neu- 
tralizantes formados con anterioridad. Estas estrategias, junto a la 
emergencia de mutantes en epitopes virales B y T y a la inhibicion 
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de la slntesis de IFN-(3, podrian contribuir en ciertas circunstancias 
a evadir la vigilancia inmunologica del reservorio animal natural (el 
raton domestico y el hamster para LCM) persistentemente infectado 
(Tab la 8.4). 

El lector debera tener presente que las conclusiones referidas 
en parrafos anteriores al agotamiento de los CTLs en la infeccion 
experimental persistente murina con LCM han sido extrapoladas 
a infecciones humanas de excepcional importancia como las pro- 
ducidas por HIV, HBV y HCV, aunque en ellas las causas virales 
asociadas a la persistencia son diferentes. 

2. Alteracion de LOS mecanismos 

DE DEFENSA DEL HOSPEDADOR 

2. 1 Inhibicion de la presentation anticenica 

Se ha demostrado que diversas familias de virus poseen esta estra- 
tegia de escape, que es llevada a cabo mediante la implementation 
de diversos mecanismos (Tabla 8.5) que -en general- podrian cla- 
sificarse en dos grandes grupos: a) la inhibicion de la expresion de 
moleculas del CMH-I y/o CMH-II, y b) la inhibicion del procesa- 
miento antigenico (Figures 8.4Ay 8.4B). 

Dentro del primer grupo, las estrategias mas comunmente utili- 
zadas por los virus son la inhibicion de la expresion de CMH-I y/o 
CMH-II en la superficie celular y la degradacion de estas moleculas 
en el proteasoma; ambos mecanismos interfieren con el correcto 
funcionamiento de las moleculas presentadoras de antlgenos. 

La estrategia de inhibir la expresion de moleculas del CMH-I es 
habitualmente empleada en el inicio de las infecciones virales, lo que 
impide el reconocimiento por parte de los LT CD8 + citotoxicos, aun- 
que permite la participacion inicial de las NK. Subsiguientemente, la 
production de IFN-y por las NK incrementa la expresion de aquellas 
moleculas de superficie -y por ende la presentacion de peptidos vira- 
les-, lo que significant el final de la actividad de dicha estirpe celular, 
con la subsiguiente participacion de la poblacion CD8L 

Diversas proteinas virales se unen a la molecula (32- 
microglobulina, secuestrandola e impidiendo la presentacion de 
peptidos por moleculas del CMH-I; ejemplos de las mismas son las 
proteinas E3 de adenovirus, Pol dc HBV y la codificada por el gen 
UL18 del citomegalovirus humano (HCMV). En el mismo senti- 
do -pero de manera indirecta- la proteina NS5B de HCV impide 
el transporte de las moleculas del CMH-I a la superficie celular al 
unirse a proteinas de membrana ubicadas en el sistema de veslcu- 
las de transporte. La inhibicion de la expresion del CMH-I puede 
producirse de manera general -como en los ejemplos anteriormente 
mencionados- o diferencial como en el caso del HIV y herpesvirus 
humano 8 (HHV-8). Con relation a ello, mientras que la proteina 
Nef de HIV inhibe la expresion en la superficie celular de HLA-A 
y HLA-B y aumenta la de HLA-E, las proteinas K3 y K5 dc HHV-8 
regulan diferencialmente la expresion dc HLA-A y HLA-B segun 
la etapa del ciclo de replicacion del virus. La estrategia magistral 
del HIV logra evadir tanto a los LT CD8 + (se inhiben moleculas 
funcionales de clase I como HLA-A o HLA-B), como a las NK 
(hay una molecula de histocompatibilidad no clasica, como HLA- 
E, pero que es util para interactuar con el receptor lectlnico tipo C 
CD94/NKG2A/B sobre las NK para enviar una serial inhibitoria 
sobre estas celulas). 


Se ha reportado la inhibicion de la expresion de moleculas 
del CMH-II inducida por IFN en la infeccion por el virus varice- 
la-zoster (VZV). En este caso, dicho agente actua sobre diversas 
proteinas de la cascada de transduction de senales inducidas por 
IFN-y -como STAT-1 y JAK-2- inhibiendo su efecto inductor 
de la transcripcion de los genes del CMH-II, impidiendo as! la 
expresion de estas moleculas presentadoras de antlgenos a LT 
CD4 + . A su vez, la proteina BZLF2 de EBV se une y secuestra 
a las moleculas del CMH-II -tanto a aquellas que se encuen- 
tran en el citoplasma como a las localizadas en la membrana 
plasmatica- impidiendo la expresion de estas moleculas en la 
superficie celular. 

Otro mecanismo utilizado por ciertos virus para inhibir la ex- 
presion del CMH-I y/o II es la degradacion de estas moleculas por 
el proteasoma, inducida por proteinas virales. Un ejemplo de ello es 
el efecto ejercido por el producto del gen US2 del HCMV. 

La estrategia de evasion que implica la inhibicion de la pre- 
sentacion antigenica puede llevarse a cabo impidiendo la correcta 
generation del peptido viral antigenico, o bien inhibiendo el ade- 
cuado transporte del mismo hacia la superficie celular. Un ejemplo 
del primer caso es el antigeno EBNA-1 de EBV, que -como se 
menciono anteriormente- es procesado de manera suboptima por 
el proteasoma al no alcanzar un umbral cuantitativo adecuado, no 
permitiendo con ello su apropiada presentacion en el contexto de 
moleculas de histocompatibilidad. En el segundo caso, se puede 
destacar la action de ciertas proteinas virales en el R.E., ya sea 
uniendose a las proteinas transportadoras TAPs (US6 dc HCMV 
y ICP47 del HSV) o reteniendo al complejo peptido viral-CMH 
en el reticulo (US3 de HCMV); mediante estas dos estrategias se 
impide el transporte de los peptidos antigenicos desde el R.E. a la 
superficie celular y, por consiguiente, su adecuada presentacion. 
Observe el lector que un mismo virus (HCMV) propone multiples 
estrategias (en consecutivos pasos de una misma via) para evitar el 
reconocimiento por los linfocitos T CD8 + . 

2.2. Inhibicion o modification de la actividad del 
sistema Interferon (IFN) 

Luego de la infeccion de una celula por un virus determinado, este 
debe multiplicarse y enfrentar la gran baterla de mecanismos de 
defensa que monta el sistema inmune del hospedador. Una de estas 
primeras barreras de defensa es el sistema IFN. Los diferentes ti- 
pos de IFNs secretados circulan en el organismo del hospedador y 
promueven la expresion -en los distintos tipos celulares- de meca- 
nismos antivirales, que podran limitar la replicacion y diseminacion 
viral. 

Los virus han desarrollado diversos mecanismos para evadir 
a los efectos antivirales e inmunomoduladores del sistema IFN. 
La mayoria de los virus, si no todos, poseen eficientes y variados 
mecanismos para inhibir -en diverso grado- la respuesta inmune 
del hospedador producida por IFN. Los mecanismos moleculares 
involucrados en este evento pueden abarcar desde un bloqueo ge- 
neral de los procesos de transcripcion y traduction de la celula hos- 
pedadora hasta la inhibicion selectiva de algun factor involucrado 
en el sistema IFN. 

Para una mejor comprension de los mecanismos moleculares 
de evasion al sistema IFN, estos se clasificaran segun la interfe- 


Genoma bisentido 

Arenavirus: solo cuando se expresa suficiente cuantia de la proteina 
de la nucleocapside (N) como anti-terminadora de la transcripcion puede 
sintetizarse la glicoproteina G. La transcripcion y la replicacion viral estan 
reguladas por Z. 


Tabla 8.4. Disociacion temporal de la expresion genica. 
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rencia viral se produzca sobre los siguientes eventos, procesos o 
moleculas: 

a. Expresion general de los genes de la celula hospedadora 

b. Componentes especificos de los mecanismos de induccion de 
IFN 

c. Cascadas de transduccion de senales activadas por IFN 

d. Protemas efectoras del sistema IFN 

2.2.1 Interferencia viral sobre la expresion general de los genes 
de la celula hospedadora 

La interferencia viral sobre el sistema IFN no necesariamente 
debe afectar a las vias especificas de induccion del mismo o a sus 
moleculas efectoras. Otro mecanismo de interferencia mas general 
es la inhibicion de la expresion de los genes de IFN, a traves de la 
inhibicion de la transcripcion en la celula hospedadora. Este pro- 
ceso es logrado por diferentes virus de diversas maneras, algunas 
de las cuales se detallan en la Tabla 8.6. En general, se ha docu- 
mentado la action directa de protemas virales sobre diferentes 
etapas en los eventos de transcripcion y traduction de los RNAm. 
Un ejemplo de ello es la proteina NS1 de influenza que inhibe el 
procesamiento de los pre-RNAm y su transporte desde el nucleo 
al citoplasma, y por ende interfiere en dichos eventos celulares. 

La proteina vhs ( viral host shut off) de F1SV degrada los RNAm 
celulares y virales, pero como la velocidad de sfntesis de estos ulti- 
mos es tan significativamente mayor, el efecto neto es la inhibicion 
de la sfntesis de protemas celulares pero no del F1SV. 

El exito de la replication viral depende de un entorno celular 
funcional, por lo que los virus no pueden abolir por completo el 
metabolismo de la celula hospedadora; en cambio pueden inhibir 
componentes especificos del sistema IFN. 

2.2.2. Interferencia viral sobre componentes especificos de los 
mecanismos de induccion del IFN 

Un bianco importante para inhibir el sistema IFN reside en una de 
las senales principals de la infection viral: el RNA a doble cadena 
(RNAdc), ya sea extracelular o intracelular. En este sentido, diver- 
sas protemas virales (NS1 de influenza y E3L del virus vaccinia) 


se unen y secuestran al RNAdc impidiendo su reconocimiento por 
parte del sistema IFN y, por ende, la induccion del mismo. 

Un segundo bianco en la inhibicion de las vfas de induccion del 
IFN es el factor de transcripcion IRF-3. Ciertas protemas virales 
(VP35 del virus Ebola, NS3/4A del HCV y NS1/NS2 del RSV) 
impiden la fosforilacion de este factor y su consiguiente activation, 
dimerization y traslocacion al nucleo, inhibiendo asf la transcrip- 
cion de los diferentes genes regulados por este (ISO). Por el con- 
trario, otros virus como HSV-1 -a traves de la proteina ICPO- y 
LCM -mediante su nucleoprotefna N- impiden la acumulacion en 
el nucleo de IRF-3 activa, sin intervenir en los pasos previos de 
fosforilacion de dicho factor. A su vez, el virus HHV-8 -agente cau- 
sal del sarcoma de Kaposi- posee protemas homologas a las IRFs, 
denominadas vIRFs, que reemplazan a las de origen celular (cIRFs) 
como antagonistas en las vfas de induccion del IFN, inhibiendo asi 
dicha via (a exception de vIRF-3 que la estimula). 

Algunas de las protemas virales que interfieren en los mecanis- 
mos de induccion del IFN, y sus blancos celulares se detallan en la 
Tabla 8.7 y las Figuras 8.5 y 8.6. 

2.2.3. Interferencia viral sobre las cascadas de transduccion de 
senales activadas por IFN 

Diversos virus suprimen las diferentes cascadas de transduccion de 
senales activadas por IFNs (Tabla 8.8 y Figura 8.6), no solo para 
evitar la expresion de los genes estimulados por estos (ISG), sino 
tambien para impedir la production de los propios IFNs. Esto ultimo 
es debido a que existe un proceso de retroalimentacion positiva por el 
que estas cascadas de serialization -activadas por el IFN- producen 
un aumento en la expresion de los genes que codifican para este tipo 
de citoquinas. 

El mas importante bianco de la interferencia viral en este as- 
pecto es la via de las JAK/STAT. Diferentes virus causales de infec- 
ciones agudas (sarampion, RSV, parainfluenza, parotiditis, adeno- 

virus, Nipah, dengue, etc.), o persistentes (HCV, HSV-1, HPV, etc.) j 

interfieren con la adecuada actividad de estas protemas celulares, 
inactivandolas, secuestrandolas o induciendo su degradation. Por 
su parte, adenovirus -a traves de su proteina El A- no solo actua 


• Inhibicion de la expresion de moleculas del CMH-I y/o CMH-II 

- Inhibicion de la expresion de moleculas del CMH-I en la superficie celular 

HIV: Nef inhibe HLA-A y HLA-B y aumenta la expresion de HLA-E 
HBV: Pol inhibe (32 microglobulina en la superficie de hepatocitos 
Adenovirus: E3 secuestra la (32 microglobulina 
HCMV: UL18 secuestra la (32 microglobulina 

HHV-8: K3 (con HLA-A) y K5 (con HLA-A y HLA-B) regulan diferencialmente la expresion 
por endocitosis del CMH-I 

HCV: NS5B inhibe la expresion de moleculas del CMH-I en la superficie celular 

- Inhibicion de la expresion de moleculas del CMH-II en la superficie celular 

VZV: actua sobre STAT-1 y JAK-2 inhibiendo la expresion de moleculas del CMH-II inducida 
por IFN-y 

EBV: BZLF2 secuestra moleculas del CMH-II intracelular y de superficie 

- Degradacion de moleculas del CMH-I y CMH-II en el proteasoma 

HCMV: US2 dirige a las moleculas del CMH al proteasoma 

• Inhibicion del procesamiento antigenico 

- Inhibicion de la generacion del peptido antigenico 

EBV: el antlgeno EBNA-1 es procesado de manera suboptima por el proteasoma 

- Inhibicion del transporte intracelular de los antigenos virales 

HCMV (US6) y HSV (ICP47): se unen a las TAPs e impiden el transporte de los antigenos 
en el R.E. 

HCMV (US3): retiene al complejo peptido-CMH en el R.E. 


Tabla 8.5. Algunos ejemplos de inhibicion de la presentation antigenica. 
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Figura 8.4A. Efecto de la accion viral sobre el procesamiento y presentacion antigenica por la via endogena. Notese que en todos 
los ejemplos la infeccion viral ejerce una accion negativa sobre las distintas etapas del procesamiento y presentacion antigenica globalmente 
consideradas, excepto en los casos (*) de HIV y HHV-8, donde el efecto sobre la expresion del CMH-I se produce de manera diferencial segun 
la molecula de HLAimplicada (vease el texto). R.E.: reticulo endoplasmico. 


sobre STAT-1, sino que tambien secuestra al factor IRF-9, impi- 
diendo de esta manera la formation del complejo ISGF-3. Observe 
el lector que la inhibicion de STAT-2 conduce a la inhibicion de la 
expresion de los genes inducidos por IFN-a y -|3 (tipo I) mientras 
que la de STAT-1 promueve el deficit de la expresion de los genes 
inducidos por IFN-a, -(3 y tambien -y (tipo II); vease la Figura 8.6. 
Otra protema celular bianco de la accion viral es la protein-quinasa 
TYK-2, a la que se une la protema E6 de HPV impidiendo su acti- 
vation, y por ende la cascada de las JAK/STAT. Los poxvirus utili- 
zan una estrategia diferente para producir el mismo efecto. En este 
sentido, el virus vaccinia produce una protema soluble que se une al 
IFN actuando de manera analoga al receptor celular (virorreceptor), 
pero sin producir el efecto activador de la cascada. 

2.2.4 Interferencia viral sobre protemas 
efectoras del sistema IFN 

Una forma eficiente de evadir la accion de los IFNs es inhibir direc- 
tamente las protemas especificas que median la respuesta antiviral. 


(Tab la 8.9 y Figura 8.7). Algunas de estas protemas antivirales de- 
penden de las moleculas de RNAdc para su activacion enzimatica. 
Es por ello que aquellos virus que poseen protemas con capacidad 
de secuestrar al RNAdc son capaces de evitar la activacion de los 
mecanismos mediados por la PKR y/o por la via 2’-5’OAS/RNAsa 
L. Dado que la molecula de RNAdc desempena un rol central en 
la induction del IFN, los virus que presentan la capacidad de unir 
a aquella molecula poseen la ventaja de bloquear tanto la produc- 
tion como la accion del IFN. Virus tales como HCV, HIV, EBV y 
adenovirus, utilizan una estrategia diferente para producir el mis- 
mo efecto. Los genomas de estos codifican para pequenos RNAs 
que compiten con el RNAdc para unir a la PKR, y asf impedir la 
accion antiviral de esta protema (vease el capltulo 7, Mecanismos 
de defensa). 

Ciertos virus producen protemas que inhiben la accion de la 
PKR directa o indirectamente. En el primer caso actuando como 
un pseudo-sustrato para esta protema celular como ocurre con 
las protemas E2 de HCV, Tat de HIV y K3L del virus vaccinia; o 
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Figura 8.4B. Efecto de la accion viral sobre el procesamiento y presentation antigenica por la via exogena. R.E.: Reticulo endo- 
plasmico. 


inactivando a la PKR como lo hace la proteina y34.5 de HSV-1. 
A su vez, esta misma proteina de HSV-1 inhibe indirectamente la 
accion de la PKR al inducir la desfosforilacion de eIF-2a, revir- 
tiendo de este modo el bloqueo de la traduccion producida por 
esta proteina antiviral. Otra manera indirecta de inhibir la PKR 
es la que se produce en la infeccion por el virus influenza A. Este 
virus estimula la accion de un inhibidor natural de esta proteina 
denominado p58 1PK . 

La via de la 2’-5’OAS/RNAsa L es bloqueada por diversos 
virus como HIV y HSV. El virus de la inmunodeficiencia huma- 
na induce la slntesis de un inhibidor celular natural de la RNAsaL 


denominado RLI; mientras que el virus herpes humano -tanto tipo 
1 como 2- activa la sintesis de analogos funcionales de 2 ’-5’ OA, 
que se unen a la RNAsa L y la inactivan. Mas aun, el HSV tambien 
inhibe la propia sintesis de la enzima 2’-5’ OA sintetasa. 

En conjunto, los mecanismos de evasion aqui descritos evitan 
los dos efectos principals inducidos por el IFN como antiviral: la 
inhibicion de la transcripcion/replicacion viral y la inhibicion de la 
sintesis de proteinas virales (Figura 8.7). 

Considerando la biologla de la interaccion virus-hospedador, es 
entendible que los antagonistas del IFN sean moduladores mas que 
inhibidores totales del mismo. 
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Virus 

Proteina viral 

Efecto sobre la celula 

Poliovirus 

3C Pro 

Proteasa que inhibe al factor de transcripcion basal 
TFIID 

Influenza A 

NS1 

Impide el procesamiento y transporte de RNAm ce- 
lulares 

HSV 

ICP27 

Inhibe la slntesis y splicing de RNAm celulares 

vhs 

Desestabiliza a los RNAm celulares y virales* 

Familia 

Bunyaviridae 

NSs 

Inhibe al complejo transcripcional de la RNA Pol II 


Tabla 8.6. Interferencia viral sobre la expresion general de los genes de la celula hospedadora. * Vease el texto. 


Virus 

Proteina viral 

Efecto sobre la celula 

Influenza 

NS1 

Secuestra RNAdc 

Inhibe la activacion de IRF-3, AP-1 y NFkB 

RSV 

NS1 y NS2 

Inhiben la activacion de IRF-3 

Ebola 

VP35 

Inhibe la activacion de IRF-3 

HCV 

NS3/NS4 

Inhibe la activacion de IRF-3 

HSV 

ICPO 

Impide la acumulacion de IRF-3 activa en el nucleo 

LCM 

N 

Impide la acumulacion de IRF-3 activa en el nucleo 

HHV-8 

vlRF-1 y vlRF-2 

Impiden la correcta accion de IRF-1 e IRF-2 


vIRF-3 

Estimula la accion de IRF-3 e IRF-7 

HPV 

E6 

Se une e inactiva a IRF-3 

Rotavirus 

NSP1 

Se une e inactiva a IRF-3 

Adenovirus 

El A 

Inhibe a CBP, un co-activador de IRF-3 

Vaccinia 

E3L 

Secuestra RNAdc 


Tabla 8.7. Interferencia viral sobre componentes especificos de los mecanismos de induccion de IFN. 


Cabe destacar que ciertos virus en la naturaleza no solo no blo- 
quean el sistema IFN, sino que, por el contrario, son potentes indue - 
tores del mismo. Este es el caso de la proteina vIRF-3 del HHV-8, la 
que -contrariamente a otras vIRFs expresadas por el mismo virus- 
produce induccion del sistema IFN mas que su inhibicion, al unirse 
a los factores celulares IRF-3 c IRF-7. La accion de vIRF-3 estimu- 
la la union de IRF-3 e IRF-7 al DNAen las regiones promotoras de 
los genes que codifican para IFN -a/-(3, estimulando la production 
de los mismos. Como consecuencia, el efecto global de la infection 
promueve la vigilancia imnune ejercida en la fase de latencia. 


El estudio de los mecanismos mediante los cuales los virus re- 
gulan -ya sea inhibiendo o induciendo- el sistema IFN es importan- 
te no solo para alcanzar una mejor comprension de la patogenesis 
viral, sino tambien para permitir el desarrollo de nuevas estrategias 
de profilaxis y herramientas terapeuticas. 

2.3 Modificacion de la actividad mediada por otras citoquinas 

Teniendo en cuenta la vasta red de citoquinas elaboradas por las 
distintas estirpes celulares, existen al menos cuatro estrategias 
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Figura 8.5. Virus que interfieren en la induccion de IFN de tipo I. 


llevadas a cabo por los virus para modificar la actividad mediada 
por citoquinas y asf evadir a la respuesta inmune del hospedador 
(Tabla 8.10). 

Estas estrategias son: a) la slntesis de protelnas virales simil- 
citoquinas; b) de manera analoga, la slntesis de proteinas simil- 
receptores de citoquinas; c) la inhibicion de la produccion de estas; 
o d) la accion directa de proteinas virales sobre las mismas. 

En el primer caso, los ejemplos mas estudiados son la protei- 
na BCRF1 de EBV y la proteina cmvIL-10. Estas moleculas son 
homologas a la IL-10 humana, por lo que son agrupadas dentro de 
las asf llamadas viroquinas. Por ende, promueven una respuesta 
Th2 en el hospedador, lo que favorece el entorno en el que se es- 
tablece la infeccion persistente. Asimismo, estas moleculas son, 
por ende, antagonistas del IFN-y del hospedador (promotor de la 
respuesta Thl). 

Diversos miembros de la familia Herpesviridae (HCMV, 
HHV-6, HHV-7 y HHV-8) y Poxviridae exhiben la capacidad 
de sintetizar analogos de receptores para citoquinas (como se 
menciono anteriormente, tambien denominados virorreceptores). 
Imagine el lector que este es un mecanismo analogo al que en 
una hipotetica batalla, un ejercito ejecuta el lanzamiento de un 
misil (una citoquina) contra un bianco determinado (la celula 
infectada). Sin embargo, el ejercito enemigo (la poblacion vi- 
ral) produce y libera (secreta) blancos alternativos para dichos 
misiles (virorreceptores solubles). Esta sutil estrategia puede de- 
sarrollarse cuando se cuenta con suficiente informacion (virus 
con genomas muy grandes que albergan un numero muy elevado 
de genes, como algunos de los miembros de las familias virales 
aqui mencionadas). 


Otras estrategias de inhibicion de citoquinas pueden involu- 
crar un impedimento para su secrecion como la protefna CrmA de 
vaccinia, que mediante su actividad de serpina (molecula inhibidora 
de serina-proteasas) inhibe a la enzima celular ICE (Interleukin- 1 
Converting Enzyme), lo que impide la liberation de IL-1. 

En modo mas infrecuente, ciertas proteinas virales pueden unirse 
directamente a citoquinas, como ocurre con la protefna de envoltura 
pre-S2 del HBV al hacerlo con la IL-6. 

2.4. Infeccion de celulas del sistema inmune o 

ACCION SOBRE LAS MISMAS (TABLA 8.11) 

Una muy eficaz estrategia viral de evasion al sistema inmune del 
hospedador es la infeccion de los componentes celulares de dicho 
sistema, como son los LT, LB, macrofagos, celulas dendrfticas, etc. 
Esto puede en algunos casos producir la muerte de la celula infec- 
tada -con la consiguiente merma en la baterfa de celulas del siste- 
ma inmune- o simplemente ser utilizado como un vehfculo para la 
diseminacion del virus por el organismo. 

Mientras que para algunos virus estas celulas son el bianco 
primario de infeccion (HIV), para otros (HBV. HCV, etc.) son un 
reservorio de la misma. Esto ultimo -en algunos casos- permite al 
virus persistir en el organismo en forma latente, o inclusive alcanzar 
sitios restringidos dentro del hospedador (por ejemplo, el pasaje 
pasivo transendotelial del virus sarampion al SNC). En este ultimo 
caso la celula infectada actuaria como el caballo de Troya que porta 
en su interior a los viriones -enemigos del hospedador- que verfan 
favorecida su entrada al SNC al no ser detectados por el sistema 
inmune. Ciertos virus como HIV, no solo utilizan esta estrategia 
para atravesar la barrera hematoencefalica sino que tambien pueden 
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Virus 

Proteina viral 

Efecto sobre la celula 

Sarampion 

Cy V 

Inhibe JAK-1 

HCV 

Core y NS5 

Impide la formacion del factor ISGF-3 

Estimula la accion de los inhibidores celulares natura- 
les de la via de las JAK/STAT (SOCS-3: Suppressor 
of Cytokine Signalling 3) 

HSV 

Desconocida 

Estimula la accion de los inhibidores celulares natura- 
les de la via de las JAK/STAT 

Adenovirus 

El A 

Impide la formacion del factor ISGF-3 al unir a STAT-1 
e IRF-9 

HPV 

E6 

Impide la activacion de TYK-2, y por ende la cascada 
de las JAK/STAT 

Vaccinia 

B18R y B8R 

Secuestran IFN-a/-|3 

Dengue 

NS4B 

Inactiva STAT-1 

Influenza 

NS1 

Impide la union de ISG-15 a protelnas y por ende la 
degradacion de estas por el proteasoma 

RSV 

Desconocida 

Inhibe la expresion de STAT-2, promoviendo su degra- 
dacion en el proteasoma 

Parainfluenza 

2 humano 

V 

Inhibe la expresion de STAT-1 y -2, promoviendo su 
degradacion en el proteasoma 

Parotiditis 

V 

Inhibe la expresion de STAT-1 y -2, promoviendo su 
degradacion en el proteasoma 


Tabla 8.8. Interferencia viral sobre las cascadas de transduction de senales activadas por IFN. 


con este mecanismo diseminarse por via transplacentaria y lograr 
as! la infection del feto en la mujer embarazada infectada con dicho 
agente. 

Diversos miembros de las familias Herpesviridae (HSV, 
HCMV, EBV y HHV-8), Flaviviridae (HCV), Retroviridae (HIV 
y HTLV); Papillomaviridae (HPV) y Poxviridae (virus vaccinia) 
han desarrollado estrategias para evadir la action de las NK, las 
que pueden clasificarse en cinco grupos principales: a) slntesis de 
homologos del CMH-I (HCMV); b) regulation de la expresion de 
moleculas del CMH-I (HCMV, HHV-8; HIV); c) interferencia en 
la interaction entre el receptor de activation y el ligando (HCMV; 
HHV-8; HIV); d) modulation de los niveles de citoquinas o qui- 
mioquinas relevantes para NK (HCMV, EBV; HHV-8, HPV); y e) 
efectos virales directos (HIV, HSV y HCV); vease la Tabla 8.12. 

Multiples virus, tales como HCV, HSV, EBV, dengue o sa- 
rampion afectan la funcion de las celulas dendrlticas, alterando su 
maduracion y/o su capacidad de estimular LT y de producir IFN-y. 
De especial relevancia cllnica es la interaction de cepas salvajes 
del virus sarampion (aisladas de cultivos de llneas linfoides B) 
con el receptor SLAM (Signalling Lymphocyte Activation Mole- 
cule). Esta molecula esta presente en celulas dendrlticas, macro- 
fagos y linfocitos activados y timocitos inmaduros. Si bien SLAM 
regula la production de IL-4 e IL-13 por los LT CD4 + , as! como 
la de IL-12, TNF-a y oxido nltrico por los macrofagos, promueve 
el estado de anergia principalmente a traves de la supresion de la 
production de IL-12 mediada por el TLR-4. Asimismo, diversos 
virus (como HCV o HCMV) afectan la actividad de las NK, in- 
hibiendo la production de IFN-y y facilitando el viraje hacia una 
respuesta Th2. Esta alteration condiciona el dialogo mediado por 


citoquinas con las celulas dendrlticas, lo que a su vez restringe 
la respuesta de los LT. La afectacion de la respuesta innata tem- 
pranamente, despues de iniciada la infeccion, podrfa conferir al 
HCV una ventaja para su propagation que luego no puede ser 
controlada por la respuesta inmune adaptativa del hospedador. 
En la infeccion por HIV, la respuesta Thl esta disminuida, obser- 
vandose un perfil predominante de la respuesta Th2. Las celulas 
dendrlticas pueden secuestrar partfculas de HIV a traves de la for- 
mation de cuerpos multivesiculares (no lisosomales, que contie- 
nen DC-SIGN y las tetraspasminas CD9 y CD81, en ausencia de 
CMH-II) que son endocitados. Las particulas de HIV permanecen 
secuestradas hasta que a) los compartimientos son reciclados ha- 
cia la superficie y transmitidos a otra celula, o bien b) pueden ser 
degradados en el proteasoma. La interaction de HIV con celulas 
dendrlticas a traves del receptor DC-SIGN (como los receptores 
Toll , tambien un receptor de reconocimiento de patrones molecu- 
lares), promueve la inhibition de la serialization del TLR-4, al 
tiempo que se mantiene un estado inmaduro de dichas celulas, lo 
que favorece la evasion viral. Asimismo, la production de MIP- 1 a 
y RANTES, atrae a LT CD4 + de memoria permisivos -principal 
bianco de la action del HIV- al sitio donde se encuentran las 
celulas dendrlticas conteniendo las veslculas endotiticas con par- 
ticulas de HIV, las que luego de su reciclado a la superficie celular 
pueden infectar LT CD4 + mediante una -as! denominada- sinapsis 
viral (transinfeccion). La merma en la expresion de genes regula- 
dos por el sistema IFN y de otras citoquinas de la respuesta Thl, 
as! como de las moleculas del CMH-II, CD86 y Jagged- 1 junto al 
aumento de la expresion de ATF3 (proteina inhibidora del TLR-4) 
promueven una respuesta incapaz de limitar la infeccion por HIV. 
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Figura 8.6. Virus que interfieren en las cascadas de transduccion de senales activadas por los IFNs de tipo I, II y III. 


Mas del 90% de los neonatos que se infectan con el HBV a par- 
tir de una infeccion materna con el mismo virus (y en cuya sangre 
tambien circula una protema viral soluble denominada antlgeno e 
[HBc Ag]) evolucionan hacia la infeccion persistente. Estudios rea- 
lizados en animales transgenicos permitieron comprender las bases 
moleculares de este fenomeno. El HBe Ag es capaz de alcanzar el 
timo e inducir tolerancia inmunologica mediante deletion funcional 
de linfocitos T CD4 + HBe/HBc especlficos, restringidos por mole- 
culas de Clase II. Esa tolerancia se mantiene mientras persiste el 
HBe Ag. Transpolado al ser humano, ello implica que si en la vida 
intrauterina el HBe Ag traspasa la placenta, el feto estara expuesto 
al tolerogeno y desarrollara una infeccion persistente. Un efecto 
analogo se observa si la infeccion con una poblacion viral de HBV 
productor de HBe Ag es connatal (al momento de atravesar el canal 
de parto). 

2.4.1 Agotamiento del sistema inmune 

En 1993 el grupo de Rolf M. Zinkernagel (premio Nobel en Me- 
dicina o Fisiologia en 1996), definio como tal a la ausencia pri- 
maria o secundaria de respuesta de CTL en la infeccion murina 
persistente con LCM. Se postulo que este fenomeno era debido a 
una paralisis inmune asociada a la masiva infeccion viral, la que 


promoverla la estimulacion continua clonotipica sobre receptores 
T que, a su vez, conducirla a la apoptosis de dichos linfocitos. En 
forma analoga, la poblacion de CTL precursora podrla exhibir 
un desenlace apoptotico, dado que por necesidad se sintetizarian 
mas celulas efectoras que de memoria. El agotamiento del siste- 
ma inmune fue inicialmente postulado tambien para explicar la 
merma significativa de la respuesta citotoxica que se observa en 
la infeccion con HIV. 

El advenimiento de poderosas herramientas de Biologla mo- 
lecular para la medicion de las actividades de los CTLs permitio 
adquirir una nueva vision de este fenomeno de delecion/alteracion 
de dicha poblacion celular. Se acepta en la actualidad que los CTLs 
pueden estar agotados como resultado de infecciones tales como las 
producidas por HIV y HCV en el humano. En dichas infecciones 
cronicas se ha observado que el agotamiento de los CTLs esta in- 
ducido por la sobre-expresion de la molecula PD-1 ( Programmed 
Death) en la superficie de dichos linfocitos. Este receptor inmune 
actua como regulador negativo de los linfocitos T activados e in- 
teractua alternativamente con los ligandos PD-L1 6 PD-L2 (ex- 
presados en celulas presentadoras). La interaction entre PD-1 y 
PDL promueve el reclutamiento de la tirosina fosfatasa SHP-2, que 
defosforila factores dependientes del TCR como Sik, ZAP-70 y 
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Virus 

Proteina viral 

Efecto sobre la celula 


Tat 

TAR RNA (RNAp) 
Desconocida 

Inactiva a la PKR al actuar como pseudo-sustrato 

HIV 

Impide la activacion de la PKR al competir con el 
RNAdc 

Induce la sintesis de un inhibidor celular natural de la 
RNAsa L (RLI) 



NS5A 

Inactiva a la PKR 

HCV 

E2 

Inactiva a la PKR al actuar como pseudo-sustrato 

IRES 

Impide la activacion de la PKR al competir con el 
RNAdc 



NS1 

Secuestra al RNAdc intraceluiar e inhibe a la PKR 

Influenza 

Desconocida 

Estimula a un inhibidor celular natural de la PKR 
(p58 IPK ) 

Rotavirus 

NSP3 

Secuestra al RNAdc intraceluiar e inhibe a la PKR 


Y34.5 

Desconocida 

Defosforila al elF2a e inactiva PKR 

HSV 

Induce la sintesis de analogos de 2’-5’OA que se 
unen a la RNAsa L y la inactivan 


US11 

Secuestra al RNAdc intraceluiar e inhibe a la PKR y la 
sintesis de 2’-5’OA sintetasa 

EBV 

EBER RNA 

Impide la activacion de la PKR al competir con el 

(RNAp) 

RNAdc 

Adenovirus 

VA, RNA (RNAp) 

Impide la activacion de la PKR al competir con el 
RNAdc 

HHV-8 

vlRF-2 

Inactiva la PKR 

Vaccinia 

E3L 

Secuestra al RNAdc intraceluiar e inhibe a la PKR 

K3L 

Inactiva a la PKR al actuar como pseudo-sustrato 


Tabla 8.9. Interferencia viral sobre proteinas efectoras del sistema IFN. RNAp: Moleculas pequenas de RNA. IRES: Internal Ribosome 
Entry Site (Sitio interno de entrada al ribosoma). 


PI3K e impide la activacion de los linfocitos T. Elio deviene en una 
afectacion funcional (agotamiento) de dicha poblacion (Figura 8.8). 

PD-1 esta expresado en poblaciones activadas tales como lin- 
focitos T (CD4 + y CD8 + ), B y celulas mieloides, mientras que el 
ligando PDL-1 lo esta en celulas dendrfticas, macrofagos, linfocitos 
B y celulas parenquimaticas no linfoides, a la vez que PDL-2 se 
expresa en macrofagos activados y celulas dendrfticas. 

El nivel de exposicion a antigenos de HIV condiciona la fun- 
cionalidad de los linfocitos T CD8 + , observandose que es mas li- 
mitada en pacientes que progresan al SIDA (alta carga viral), que 
en no progresores. En el primer grupo se ha observado una sobre- 
expresion de PD-1, asociada a un deficit de produccion de granzima 
B y de IFN-y. 

Sorpresivamente, otros estudios recientes han documentado que 
en ratones infectados experimentalmente con LCM y en el limita- 
do numero de pacientes infectados con HIV analizado se produce 
una dicotomia entre la respuesta ejercida por los CTLs mediante el 
impacto letal (degranulacion y citotoxicidad) y la produccion de 
citoquinas. Se ha observado que en pacientes infectados persisten- 
temente con HIV la respuesta de degranulacion y citotoxicidad de 
los CTLs se mantiene conservada, en contraposicion con la merma 
en la produccion de IFN-y y TNF-a. Dado que los eventos de cito- 


toxicidad son dependientes del influjo de Ca^ disparado por el TCR 
pero son independientes de la calcineurina, mientras que la libera- 
cion de citoquinas tales como las mencionadas es dependiente de 
esta ultima vfa, se ha postulado un silenciamiento selectivo de ella, 
mediado por una falta de translocacion especifica del factor NFAT 
desde el citoplasma al nucleo. De lo expuesto se inhere que en las 
infecciones persistentes analizadas (LCM en el raton, y al menos 
en algunos pacientes infectados con HIV), el agotamiento inmune 
es funcionalmente selectivo. 

Pacientes infectados cronicamente con HCV exhiben sobre- 
expresion de PD-1 en linfocitos CD8 + intrahepaticos asociada a 
la ausencia del marcador de linfocitos de memoria CD 167, lo que 
define tambien el estado de agotamiento de los CTLs. 

2.4.2 Actividad de superantfgenos 

Un superantigeno (SAg) es una molecula capaz de estimular energi- 
camente a linfocitos T o B en un modo no convencional. Los SAgs 
para los linfocitos T no requieren ser previamente procesados, ya que 
interactuan con porciones laterales de la molecula del CMH y del 
receptor T (porcion variable de la cadena (3 del TCR). En modo ana- 
logo, los SAgs para linfocitos B se unen a Igs normales no inmunes 
independientemente del isotipo de cadena liviana, a traves del contac- 
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Figura 8.7. Virus que actuan inhibiendo las principales moleculas efectoras antivirales inducidas por Interferones: 2’ -5’ OAS y 

PKR. RLI: Inhibidorde la RNAsaL. IPK: Inhibidorde PKR. 
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• Protei'na viral simil-citoquinas 

EBV (BCRF1) y HCMV (cmvlL-10): simil-IL-10 inhibe la expresion de CMH-I y II, la 
promocion de una respuesta Th2 y la proliferation de monocitos 

• Protei'na viral simil-receptores para citoquinas 
HCMV (US27, US28, UL33 y UL78) 

HHV-6 (U12 y U51) y HHV-7 (U12): receptores simil-CCR 
HHV-8: ORF74 receptor simil-CXCR 
Vaccinia: vease aparte evasion al sistema IFN 

• Inhibicion de la sintesis de citoquinas 

Vaccinia: CrmA (sfmil -serpina) inhibe a la enzima celular ICE e impide la secrecion de IL-1 

• Union a citoquinas 

HBV: preS2 se une a IL-6 e inhibe su accion 


Tabla 8.10. Algunos ejemplos de modificacion de la actividad mediada por otras citoquinas. 
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• Infeccidn de LT o LB 

HIV, HBV, HCV, sarampion. adenovirus, etc. 

• Infeccidn de celulas dendriticas y macrofagos 

HIV, HBV, HCV, sarampion, etc.: destruccion/afectacion de celulas presentadoras de antigeno 

• Infeccidn de celulas timicas 

LCM: induccion de tolerancia 
HBV: HBe Ag delecion clonal de LT 

• Activacion de linfocitos T mediante superantigenos 

HIV 

• Induccion de agotamiento inmune 
LCM, HIV, HCV 

• Induccion de apoptosis de LT 
HIV, HSV, etc. 


Tabla 8.11. Algunos ejemplos de infeccion de y/o accion sobre celulas del sistema inmune. 


to con la cadena pesada que expresa un producto determinado de la 
familia del gen VH, irrespectivamente de los fragmentos codificados 
por los genes DH y JH e inducen in vitro una serial de activacion y 
diferenciacion con secrecion de Igs. Este modo de accion contrasta 
con la necesidad del contacto del antigeno con la estructura terciaria 
de las cadenas pesada y liviana de las Igs generadas en la respuesta 
inmune humoral. 

El virus del tumor mamario murino (MMTV) constituye el 
rnejor ejemplo conocido donde a traves de la expresion de una 
glicoproteina de membrana se produce la union a la porcion va- 
riable de la cadena beta del receptor T, activando esta celula e 
induciendo su proliferacion. Este efecto, a su vez, beneficia al 
virus que replica en los LB, ya que la colaboracion de los LT 
CD4 + promueve su proliferacion y por ende aumenta la eficiencia 
de la propagacion viral. Dado que solo existe la posibilidad de 
sintetizarse unas 20 porciones variables de la cadena beta murina, 
ello implica que la interaccion con el superantigeno lleva a la 
activacion de al menos un 5% (y a veces hasta un 30%) de los 
LT murinos. 


Despues de la transmision viral a traves de la leche, los LB 
del intestino son infectados, y presentan el SAg a los LT, los que 
se activan y a su vez estimulan a los linfocitos vecinos. Durante la 
pubertad y la prenez, las celulas epiteliales mamarias proliferan 
y la transmision ocurre a traves de los linfocitos que migran a la 
glandula homonima. En otros terminos, el MMTV utiliza el sistema 
inmune para establecer la infeccion y simultaneamente evitar la 
respuesta inmune del hospedador. 

HIV posee una glicoproteina de envoltura denominada gpl20. 
Dicha protelna exhibe caracterfsticas de SAg para linfocitos T y B. 
Se ha demostrado que la misma es capaz de activar LT a traves de la 
interaccion con la molecula CD4 y a los LB que expresen productos 
derivados del gen VH 3 + . 

Se ha postulado que la proteina gp 120 podria promover el dispa- 
ro apoptotico de linfocitos T previamente activados (pero no infec- 
tados con HIV) mediante la promocion del entrecruzamiento de la 
molecula CD4. Luego de este evento se observa una disminucion de 
la protelna anti-apoptotica Bcl-2 y la activacion de la caspasa 3. Tam- 
bien gpl20 puede promover la muerte celular temprana no apoptotica 
a traves de la interaccion con CD4 y CXCR4 por una via indepen- 
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Mecanismo 

Virus 

Protelna 

Accion sobre las NK 

Sintesis de homologos del CMH-I 

HCMV 

UL1 8 

Inhibe la citotoxicidad de 
subpoblaciones de NK 

Regulacion de la expresion de 
moleculas del CMH-I 

Degradacion citosolica de CMH-I, excepto 
HLA-C, HLA-E o ambas 

HCMV 

US2, 11 

Probablemente inhibe su 
funcionalidad 

Degradacion o retencion intracelular 
de moleculas del CMH-I, pero no del 
homologo viral UL18 

HCMV 

US2, 3, 

6, 11 

Inhibe la citotoxicidad de 
subpoblaciones de NK 

Aumento de la expresion de HLA-E 

HCMV 

UL40 

Inhibe la citotoxicidad 

Endocitosis de moleculas del CMH-I, 
excepto HLA-C y HLA-E 

HIV 

Nef 

Probablemente inhibe la 
citotoxicidad 

Endocitosis de HLA-Ay HLA-B pero no de 
HLA-E 

HHV-8 

K5 

Probablemente inhibe la 
citotoxicidad 

Interferencia con la interaccion entre 
receptores de activacion y su ligando 

Disminucion de la expresion de LFA-3 
(ligando para CD2 en las NK) 

HCMV 

? 

Probablemente inhibe la 
citotoxicidad 

Bloqueo de la interaccion entre el receptor 
NKG2D-DAP 10 y ULBP (protelna de union 
a UL16) 

HCMV 

UL1 6 

Inhibe la citotoxicidad y 
la produccion de IFN-y 

Ubiquitinacion y expresion disminuida en la 
superficie celular de ICAM-1 y CD86 

HHV-8 

K5 

Inhibe la citotoxicidad 

Sialilacion de receptores celulares en 
celulas infectadas 

HIVy 

HTLV 

? 

Inhibe la citotoxicidad 

Inhibicion del ingreso de Ca ++ mediado por 
LFA-1 , a traves del bloqueo del canal de 

Ca ++ tipo L 

HIV 

Tat 

Inhibe la citotoxicidad y la 
produccion de citoquinas 

Modulacion de los niveles de citoquinas 
o quimioquinas 

Produccion de agonistas virales IL-10-slmil 

EBVy 

HCMV 

BCRF 

cmvlL-10 

Efecto probablemente 
similar a IL-10 

Produccion de antagonistas de las 
quimioquinas CCR8 (vMIP 1) y MIP-1a, 

MIP-1 p y RANTES (vMIP II) 

HHV-8 

v-MIP 1 y 
v-MIP II 

Probablemente inhiben el 
trafico de las NK 

Inhibicion de IL-18 y del receptor IL-18Ra 

HPV 

E6y E7 

Inhiben la produccion de 
IFN-y 

Efecto viral directo 

Infeccion de las NK 

HIV 

? 

Reduce la viabilidad de 
las NK 

Union al receptor CD81 

HCV 

E2 

Inhibe la citotoxicidad y 
la produccion de IFN-y 

Infeccion de las NK 

HSV 

? 

Inhibe la citotoxicidad 


Tabla 8.12. Mecanismos virales de inhibicion de la actividad de las celulas NK. 
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Figura 8.8. Agotamiento de los linfocitos T citotoxicos CD8+ mediado por la interaccion de la proteina de muerte ( Programmed 
Death) 1 y sus ligandos PDL-1 6 2. El reclutamiento de la tirosina fosfatasa SHP-2 por PD-1 defosforila diversos factores dependientes 
del receptor de linfocitos T impidiendo su activacion. 
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diente de las habitualmente involucradas (p56 LCK , senalizacion aco- 
plada a protemas G, o mediada por Fas o receptores para TNF). Estos 
mecanismos son de singular relevancia ya que son independientes de 
la infeccion de linfocitos por FHV, no requieren la presencia de virus 
infeccioso y pueden ser tambien promovidos por inmunocomplejos 
en los que gpl20 esta presente. 

La induccion de la apoptosis de celulas del sistema inmune 
forma parte de los efectos promovidos por algunos virus. Dada 
su relevancia y teniendo en cuenta que la regulacion de eventos 
apoptoticos tambien ocurre en otras celulas, este evento se analiza 
separadamente a continuacion. 


2 . 5 . Regulacion de la apoptosis 


La apoptosis puede ser inducida a traves de la via extrinseca o in- 
trfnseca. Mientras que en el primer caso la muerte celular progra- 
mada se produce como consecuencia de un estimulo extracelular 
que es detectado por algun tipo de receptor en la membrana cito- 
plasmatica, en el segundo, la apoptosis es disparada por una serial 
proveniente de la mitocondria. 

A continuacion se mencionaran algunos ejemplos en los que di- 
versos virus estan asociados a eventos de inhibicion o de promocion 
de la apoptosis (figura 8.9). Mas aun, una misma proteina viral pue- 
de exhibir efectos opuestos en la regulacion apoptotica dependiendo 
de su concentration o de la estirpe celular sobre la que actue. 

Las infecciones virales producen habitualmente activacion de 
los linfocitos T citotoxicos, que ejercen diferentes mecanismos de 
accion antiviral, uno de los cuales es la induccion de la apoptosis en 
la celula infectada. Es por ello que ciertos virus producen la inhibi- 
cion de esta muerte celular programada -por diferentes vfas- para 
seguir manteniendo viva a la celula que parasitan y asf terminar 
su ciclo de replication y generar progenie o -en otros casos- para 
persistir sin ser eliminados por el sistema inmune del hospedador. 
Para ello, los virus desarrollan una o mas de las estrategias que se 
detallan en la Tabla 8.13. 


El mecanismo mas general es la inhibicion de la via extrinseca 
de activacion de la apoptosis. En este sentido algunos virus impiden 
la correcta actividad de las caspasas (cistein-proteasas que recono- 
cen residuos de acido aspartico), las que al activarse inducen una 
cascada de transduction de senales que culmina con la activacion 
de los procesos apoptoticos. Ejemplos de esto son la proteina Elb 
de adenovirus que inhibe a la caspasa 8 y la proteina crmA de vac- 
cinia (no incluida en la Figura 8.8), la que no solo inhibe a la cas- 
pasa antes mencionada, sino que tambien ejerce su efecto regulador 
negativo sobre la accion de la caspasa 1 . 

Otro virus que produce inhibicion de la apoptosis -pero en este 
caso de la via intrinseca- es el EBV a traves de su proteina BHRF1 
(codificada por el gen homonimo), que tiene un dominio homologo 
a la proteina anti-apoptotica celular Bcl-2. 

La proteina core del F1CV se une al dominio intracitoplasmati- 
co -denominado DED [Death Effector Domain]- del receptor para 
TNF (TNFR-1) impidiendo la interaccion de este con las protemas 
TRADD o TRAFF-2, las que -a su vez- activan una via de trans- 
duccion de senales que desencadena la apoptosis. De esta manera, 
la proteina viral inhibe la apoptosis inducida por TNF en ciertas 
estirpes celulares. 

Varias protemas virales tienen la capacidad de desregular el 
ciclo celular al interactuar con diferentes protemas de la celula hos- 
pedadora. En tal sentido, las protemas E6 y E7 del F1PV interactuan 
con p53 y pRB, respectivamente. La primera se une a la proteina 
celular AP adquiriendo actividad ubiquitina-ligasa. La ubiquitina- 
cion de p53 involucra diferentes enzimas celulares y termina con el 
reconocimiento de aquella por el complejo E6-AP, el que luego se 
auto-ubiquitina para ser degradado en el proteasoma. Por otra parte, 
pRB actua durante el ciclo celular como un regulador negativo, 
uniendose su forma no fosforilada al factor de transcription celular 
E2F. En la fase S, pRB es fosforilada por quinasas dependientes 
de ciclinas (cdk) liberando al mencionado factor transcripcional. 
Mediante el secuestro y la degradation de pRB, E7 lleva a la acti- 
vacion de los factores transcripcionales involucrados en la sintesis 
del DNA y en la progresion de la fase S del ciclo celular. 
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Inhibicion de la apoptosis 

• Inhibicion de la via de las caspasas 
Adenovirus: Elb inhibe la caspasa 8 
Vaccinia: CrmA inhibe las caspasas 1 y 8 

• Dominio Bcl-2 homologo 
EBV: BHRF1 

• Interaccion con dominios DED 

HCV: core se une al dominio DED del TNFR-1 e inhibe la interaccion de este con TRADD o 
TRAF 

• Desregulacion del ciclo celular 

HPV: E6 se une a p53 y la direcciona al proteasoma. E7 secuestra y degrada a pRB. 
Ambos eventos favorecen la progresion del ciclo y la transformacion celular. 

HBV: X promueve el rapido pasaje por los puntos de chequeo 

•Alteracion del sistema IFN o de sus moleculas regulatorias 

Vease la Tabla 9. 


Induccion de la apoptosis* 

• HIV: vease la Tabla 14 

• Alteracion de la actividad mitocondrial 
Influenza: PB1-F2 induce la apoptosis de monocitos 


Tabla 8.13. Algunos ejemplos de mecanismos de regulacion de la apoptosis por parte de los virus. *: No se incluyen en esta Tabla 
otros mecanismos inductores de la apoptosis tales como por ejemplo: a) la potenciacion de p53, b) la desregulacion transcripcional, o c) la 
sobrecarga del reticulo endoplasmico con proteinas virales, dado que los mismos ocurren en eventos o celulas no vinculados directamente 
con la evasion a la respuesta inmune. Veanse los Capitulos 5 y 7. 


Un ejemplo muy especial de regulacion de la apoptosis es el 
ejercido por HIV (Tabla 8.14). Dicha regulacion puede ser analiza- 
da separadamente en celulas infectadas y en no infectadas, a la vez 
que la muerte de estas ultimas puede producirse por mecanismos 
directos o indirectos. Dado que estimaciones previas documentaron 
que solo una proportion de 1 en 400 a 1 en 80 000 de los linfocitos 
T CD4 + de sangre periferica se encuentra infectada en pacientes con 
HIV, la diminution de esta poblacion viral pareceria no poderse 
justificar meramente por su infeccion. 

La infeccion de LT CD4 + puede promover una alteracion de 
la viabilidad celular por mecanismos apoptoticos y no apoptoticos 
(por ejemplo, mediante la formation de sincicios de celulas gigan- 
tes, o por aumento de la permeabilidad de la membrana celular 
asociada a la brotacion de partlculas virales o al efecto de la protel- 
na viral Vpu). Asimismo, la acumulacion toxica dc DNA viral no 
integrado, as! como la actividad de proteasa viral que cliva inacti- 
vando la protema anti-apoptotica Bcl-2 y activando la procaspasa 8, 
toma a las celulas mas sensibles a la disfuncion mitocondrial ante 
estlmulos internos o extemos. 

Por otra parte, los LT CD4 + y CD8 + son mas propensos a la 
apoptosis dado que expresan en superficie una mayor concentration 
de Fas, la que aumenta con la progresion de la enfermedad. Las pro- 
telnas gpl20, Tat y Nef aumentan los niveles de Fas y FasL, con- 
tribuyendo al evento apoptotico. Mas aun, Tat activa la procaspasa 
8 y conjuntamente con la proteasa viral, inhibe a la protema celular 
anti-apoptotica Bcl-2. Este efecto se potencia al estimular los nive- 
les de los miembros pro-apoptoticos de la familia homonima, Bax y 
Bim. Este efecto global es aumentado parcialmente por la protema 
viral Vpu, la que mediante la inhibicion del factor de transcripcion 
celular NFkB, impide la sintesis de otra protema celular anti-apop- 
totica como es Bcl-XL. La protema viral Vpr promueve un efecto 


citoprotector al comienzo de la infeccion en la que se encuentra 
con un bajo nivel de expresion, para luego colaborar en etapas mas 
tardias en el disparo apoptotico, mediante la interaccion con la pro- 
tema ANT (Adenine Nucleotide Translocator), que promueve un 
incremento en la permeabilidad de la membrana mitocondrial, libe- 
rando el citocromo C, y otras proteinas pro-apoptoticas, al tiempo 
que incrementa la transcripcion del gen que codifica la caspasa 9. 

Al menos tres proteinas de HIV (Nef, Vpu y gpl20) inhiben la 
expresion en superficie de la molecula CD4, evitando asi la sobre- 
infeccion y la promotion de la apoptosis a traves de su interaccion 
con gpl20. La inhibicion de la expresion de ciertas moleculas del 
CMH-I clasicas (HLA-Ay B) y la expresion de moleculas no cla- 
sicas como HLA-E (presentan peptidos correspondientes a la se- 
cuencia lider dc HLA-A, B, C o G) intenta evitar el reconocimiento 
por LT CD8 + y NK, respectivamente. En conjunto, se observa una 
estrategia magistral del HIV, retardando o impidiendo la apoptosis 
de la celula que lo alberga, y promoviendola en celulas que pueden 
reconocer a dicha celula como infectada (LT CD8 + ) mediante la 
interaccion Fas/FasL. A pesar de todo, la sobrevida de las celulas 
CD4 + infectadas con HIV esta disminuida, por lo que su infeccion 
contribuye a la merma global de los CD4 + , ademas de la que es 
atribuible a la muerte apoptotica de las celulas no infectadas. 

La muerte de celulas no infectadas por HIV puede ocurrir por 
liberation de proteinas virales desde una celula infectada vecina, o 
por la induccion de su activation. 

Entre las proteinas de HIV que pueden promover la muerte de 
LT vecinos, merecen indicarse a gpl20, Tat, Nef y Vpu. La protema 
de envoltura gpl20 soluble o unida a membrana puede promover 
la apoptosis por mecanismos Fas-dependientes (sobre-expresion de 
Fas/FasL, inhibicion de la protema celular c-FLIP [FLICE Inhi- 
bitory Protein] inhibidora de la caspasa 8 [tambien denominada 
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E d't°riai Figura 8.9. Efectos de la accion viral sobre las vias regulatorias de la apoptosis. La misma puede ocurrir como resultado del estimulo 
de dos vias: extrinseca e intrinseca. La via extrinseca es disparada a traves de la interaccion entre diversos DR ( Death Receptor o receptor 
de muerte, tales como Fas, o el receptor paraTNF (TNFR) o TRAIL (TNF Receptor Apoptosis Inducing Ligand) con sus ligandos DL (Death 
Ligand o ligando para receptores de muerte) especificos. La actividad de dichos receptores se asocia a la activacion de la caspasa (Casp) 
iniciadora 8 y culmina con la de las efectoras 3, 6 y 7. La liberacion de AIP ( Apoptosis Inducing Protein o proteina inductora de apoptosis), 
DIABLO ( Direct IAP Binding protein with Low pi [proteina de bajo punto isoelectrico con union directa a las IAP] tambien designada SMAC: 
( Second Mitochondria-derived Activator of Caspase) o segundo activador de caspasa derivado de la mitocondria]) y el citocromo C desde 
la mitocondria promueve -a traves de Apaf-1 y la caspasa 9- el disparo de la via apoptotica intrinseca. 

Apaf-1 : Apoptosis Protease Activating Factor-1 (Factor-1- activador de proteasa apoptotica). 

La caspasa 8 cliva Bid, produciendo una proteina truncada con actividad proapoptotica (Bid-t) que promueve las acciones homonimas de 
Bax/Bak en la mitocondria. 

PI3K/Akt: via anti-apoptotica mediada por Phosphatidyl Inositol 3 Kinase (Fosfatidil Inositol 3 quinasa) y Akt (tambien denominada Protein- 
quinasa B). 

pRB (proteina del retinoblastoma) y p53 regulan el ciclo celular promoviendo la detention del mismo o induciendo la apoptosis, respecti- 
vamente. 

Observese que influenza inhibe la apoptosis en celulas epiteliales a traves de la via PI3K/Akt, al tiempo que puede promoverla en celulas 
monociticas inhibiendo la adecuada funcion mitocondrial. 


FLICE]) o Fas-independientes (aumento de Bax y disminucion de 
Bcl-2) a traves de su union a moleculas CD4, CCR5 y CXCR4. La 
proteina Tat, al ser endocitada, puede promover la apoptosis me- 
diante sobre-expresion de la caspasa 8, tal como se observa en LT 
CD4 + y en neuronas. Asimismo, promueve la apoptosis de LT CD4 + 
no infectados al aumentar la expresion de la molecula TRAIL (TNF 
Receptor Apoptosis Inducing Ligand) en la superficie de los mono- 
citos. Finalmente, las proteinas Nef y Vpu promueven la muerte de 
LT CD4 + y CD4‘ mediante la promotion de efectos toxicos sobre 
la membrana celular. La miristilacion de Nef le permite anclarse en 
la membrana plasmatica, y promover la apoptosis por mecanismos 
Fas-independientes. 

Dado que existen eventos moleculares en comun entre los 
procesos de proliferation celular y apoptosis (condensation del 
nucleo, activacion de caspasas), es comprensible que la activa- 
cion de celulas inmunes, este asociada al disparo de la muerte 
celular para limitar los efectos de una respuesta inmune activada. 


La muerte apoptotica de celulas no infectadas ocurre tambien por 
induction de su activacion, por ejemplo, al interactuar gpl20 con 
CD4, lo que la hace mas susceptible a la muerte por Fas. Elio se 
debe a que si dicha union precede a la correcta interaccion entre 
un antigeno y el TCR, se inhibe la expresion de c-FLIP, un regu- 
lador de la via apoptotica mediada por Fas/Caspasa 8 y aumenta la 
actividad de dicha caspasa, asi como las de la 1 y la 3. Asimismo, 
la proteina Tat aumenta la expresion de la caspasa 8, la proteina 
Bax y FasL, al tiempo que inhibe la de Bcl-2. En conjunto, estos 
efectos promueven la muerte de celulas no infectadas activadas. Se 
ha postulado que en la apoptosis por activacion, podrfan participar 
las tres vias de su serialization: Fas (predominante), TNF y TRAIL. 
Se desconoce si la principal contribution a la muerte de celulas no 
infectadas es atribuible a la accion de las proteinas virales per se o 
a mecanismos apoptoticos asociados a la activacion celular. 

La expresion de moleculas CD4 en LT CD8 + activados, per- 
mite su infection por F1IV. Asimismo, estos linfocitos pueden ser 
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Efector 

Mecanismo 

Celula diana 

gp120/160 

Inapropiada activacion despues de unirse al CD4 
Aumento de la sensibilidad a Fas 

Produccion de FasL 

^Muerte no apoptotica por CXCR4 de LT CD8 + ? 

No infectadas 

Nef 

Activacion 

Produccion aumentada de FasL 

Infectadas y no 
infectadas 

Tat 

Aumento de la sensibilidad a Fas 

Produccion aumentada de FasL 

Infectadas y no 
infectadas 

Vpr 

Detencion del ciclo celular 

Afectacion de la permeabilidad mitocondrial 

Infectadas y no 
infectadas 

Proteasa 

Clivaje de Bcl-2 y de proteinas estructurales 

Infectadas 

Apoptosis 
asociada a la 
activacion 

Activacion asociada a HIV 

Aumento de la expresion de TRAIL, FasL o ambos 

No infectadas 

Muerte celular 
(autologa) por 
macrofagos, 
monocitos y 

LT CD8+ 

Produccion aumentada de ligandos para celulas 
citotoxicas inducida por celulas infectadas por HIV 

No infectadas 


Tabla 8.14. Mecanismos de accion propuestos para la apoptosis de linfocitos asociada a HIV. 


pasibles del entrecruzamiento entre aquella molecula y la gpl20, 
promoviendo la apoptosis. Este desenlace tambien puede ocurrir 
como resultado de la induction de su activacion por estfmulos di- 
versos, por la interaction con ligandos de muerte con celulas infec- 
tadas y por la estimulacion antigenica cronica. Sin embargo, se ha 
observado que los niveles de LT CD8 + no estan significativamente 
reducidos en pacientes infectados con HIV. Elio se atribuye a que 
esta poblacion precede en su recuperation a la de los LT CD4L 

El entorno de citoquinas tales como IL-4 e IL-10 favorece la 
apoptosis de los linfocitos durante la infection por HIV. Por el con- 
trario, la presencia de IL-15 promueve la production de IFN-y, la 
activacion de los LT CD8 + y la inhibition de los eventos apoptoticos. 

Otro ejemplo particular de virus que inhibe o promueve la apop- 
tosis en un delicado balance es influenza. Su proteina no estructural 
NS1 inhibe la actividad (proapoptotica) de la PKR inducida por 
el IFN y activa mediante su propia union a la fosfatidil inositol 3 
quinasa (PI3K) la via PI3K/Akt (anti-apoptotica), que inhibe a la 
caspasa 9, evitando la apoptosis temprana y permitiendo la replica- 
tion viral en celulas epiteliales. A su vez, la proteina PB 1 -F2 (codi- 
ficada en la region de la Polimerasa Basica 1, pero en el marco de 
lectura [Frame] 2) promueve la apoptosis de monocitos infectados. 
En conjunto, se favorece la evasion a la respuesta inmune mediante 
efectos opuestos (anti-apoptosis/apoptosis) en celulas epiteliales y 
en aquellas que participan en la vigilancia inmunologica. 

Recientes estudios pioneros determinaron in vitro que el HSV-1 
es capaz de promover la apoptosis de linfocitos T activados a traves 
de la sobre-expresion de galectina-1, una proteina (lectina) celular 
que se une a carbohidratos y que es crucial en la evasion inmune 
de ciertos procesos tumorales, asi como en la regulation de la acti- 
vidad de macrofagos y monocitos. La apoptosis de los linfocitos T 


promovida por intermedio de galectina- 1 contribuirla a la evasion 
viral a la respuesta inmune en la infection herpetica. 

2.6. MoDIFICACldN DE LA ACTIVIDAD DEL SI5TEMA 
DEL COMPLEMENTO (TABLA 8.15) 

Se ha demostrado que ciertas proteinas virales pueden exhibir se- 
cuencias aminoacidicas homologas con las de proteinas de la cas- 
cada del complemento. Elio puede conducir a la inhibition de esa 
cascada a traves de la union proteina viral simil-complemento con 
factores regulatorios, o bien permitir la entrada viral a las celulas a 
traves de receptores para complemento. 

La proteina gpC de HSV-1 se expresa en la superficie de la celula 
infectada y se une a los componentes del complemento C3b y C3bi. 
La inhibition de la cascada del complemento promueve un meca- 
nismo de escape a la neutralization viral y a la destruction de la 
celula infectada. De manera analoga, el EBV ingresa al LB -donde 
podra establecer una infection latente- a traves de la homologia 
aminoacldica entre su proteina de envoltura gp340 y C3b, aprove- 
chando el mismo receptor CD2 1 que utiliza esta ultima molecula. 
La proteina core de HCV se une al receptor del complemento ClqR 
en linfocitos T; de esta manera, ocupa el lugar del ligando natural 
inhibiendo la respuesta de estas celulas a la accion del sistema de 
complemento. 

2.7. SoBRE-EXPRESldN DE RECEPTORES PARA Fc 
Y CONSIGUIENTE UNION DE IGS (TABLA 8. 1 6) 

Tanto el HCMV como el HSV-2 pueden escapar al reconocimiento 
inmune mediado por anticuerpos, ya que induciendo la expresion 
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• Proteina viral simil-componente del complemento 
HSV: gpC se une a C3b e inhibe la cascada del complemento 

EBV: gp340 (simil-C3b) se une a CD21 e inhibe la cascada del complemento 

• Proteina viral que une a componentes del complemento 

HCV: el core se une al receptor del complemento ClqR en LT inhibiendo la respuesta de 
estas celulas 


Tabla 8.15. Modificacion de la actividad del slstema del complemento, algunos ejemplos. 


• Escape a la lisis mediada por complemento y a la virolisis inmune 
HCMV 
HSV 


Tabla 8.16. Sobre-expresion de receptores para Fc y consiguiente union de Igs. 


) Corpus 
Editorial 


♦ Inhibicion de la expresion de CD4 en la superficie celular 

♦ Aumento de la endocitosis de CD4 

HIV: Net interactua con CD4 en la superficie celular y promueve su endocitosis 

♦ Degradacion de CD4 

HIV: Vpu induce la degradacion de CD4 neosintetizado 

♦ Union de proteinas virales a CD81 

♦ En celulas NK 

HCV: E2 se une a CD81 promoviendo la inhibicion de la citotoxicidad mediada por NK y la 
disminucion en la produccion de IFN-y 

♦ En LT citotoxicos 

HCV: E2 se une a CD81 promoviendo la activacion de estas celulas -con un perfil 
preponderantemente Th2-y la inhibicion de la expresion del TCR 


Tabla 8.17. Interaccion de proteinas virales con receptores celulares (moleculas CD), algunos ejemplos. 


de los receptores pata Fc permiten que las Igs se fijen a las celulas 
y tengan un impedimento esterico para realizar la lisis mediada por 
la formacion del complejo antigeno/anticuerpo y complemento, o 
por un mecanismo de citotoxicidad a traves del Fc de estas Igs. Este 
verdadero anclaje de los anticuerpos tambien facilita el escape a la 
virolisis inmune. 

2.8. Interaccion de proteinas virales con receptores/ 

CORRECEPTORES CELULARES -MOLECULAS CD- (TABLA 8. 17) 

Se ha documentado la inhibicion de la expresion de moleculas de 
CD4 en la superficie de las celulas infectadas con HIV. Esto es lleva- 
do a cabo por las proteinas virales Nef y Vpu por medio de diferentes 
mecanismos. El primero de ellos es la endocitosis de las moleculas de 
CD4 que se encuentran en la superficie celular. Para esto la proteina 
viral Nef interactua con factores celulares de la maquinaria endocltica 
y promueve el transporte de CD4 al lisosoma, con su consiguiente 
degradacion. Por otra parte, la proteina Vpu promueve la degradacion 
de las moleculas de CD4 neosintetizadas logrando con esto tambien 
disminuir la expresion de las mismas en la superficie celular por una 
via altemativa a la utilizada por Nef. 

La interaccion de la proteina E2 de HCV con las moleculas 
CD81 de la superficie de celulas NK puede inhibir la citotoxicidad 
de estas celulas, asi como la produccion de INF-y por parte de las 
mismas. Esto ultimo puede alterar el desarrollo de la respuesta 


Thl -favoreciendo a la Th2- lo que explicaria el disbalance en 
la relacion Thl/Th2 observada en los pacientes infectados con 
este virus. La inhibicion de la respuesta inmune innata durante 
las etapas tempranas de la infeccion puede conferir una ventaja 
de inicio al HCV, el que con posterioridad probablemente no po- 
dra ser controlado por la respuesta inmune adaptativa y, de este 
modo, persistira en la celula hospedadora. A su vez, la misma 
proteina viral interactuando con la misma molecula CD, pero en 
una estirpe celular diferente produce efectos contrarios a los des- 
critos anteriormente, es decir, de activacion mas que inhibicion. 
La interaccion antes mencionada (E2-CD81) en la superficie de 
LT produce activacion de estas celulas, aumento en la produccion 
de INF-y e IL-4, pero con una disminucion en la expresion de 
moleculas del TCR en la superficie de los LT. Esto sugiere que 
durante la infeccion por HCV se produce una activacion de LT 
que contribuye al dano de las celulas infectadas o a desordenes 
autoinmunes asociados a la infeccion por este agente. 

3. CONCLUSIONES Y PERSPECTIVAS 

Los virus han desarrollado un sinnumero de estrategias para eva- 
dir las defensas inherentes a la respuesta innata y adaptativa del 
sistema inmune. Solo algunas de ellas comienzan a ser dilucida- 
das, mientras otras aguardan su descubrimiento. En este capltulo 
se han descrito ejemplos fascinantes a traves de los cuales los 
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virus logran su cometido, ya sea mediante el escape a las defensas 
evadiendo su reconocimiento (por ejemplo, mediante la variabili- 
dad antigenica de virus como HIV, HCV, HBV, influenza o RSV, 
o a traves de la promocion de la latencia viral con restringida, 
minima o nula expresion de peptidos virales en el contexto de mo- 
leculas del CMH-I y/o II como lo hacen diversos miembros de la 
familia Herpesviridae), o mediante el contraataque o subversion 
viral afectando la funcionalidad de las celulas del sistema inmune 
(como por ejemplo lo realizan HIV, HCV, sarampion, EBV, etc.). 
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Diagnostico virologico 

Guadalupe Carballal, Jose Raul Oubina 


1. CoiUCEPTOS IIUTRODUCTORIOS 

1. 1 IMPORTANCIA DEL DIAGNOSTICO VIROLOGICO 

^,Para que sirve un diagnostico virologico? En la actualidad no se 
cuestiona la importancia del diagnostico virologico en numerosas 
situaciones cllnico-epidemiologicas. El diagnostico de certeza es 
fundamental para decidir una intervention terapeutica, establecer 
el pronostico en la evolution de un paciente, monitorear la respues- 
ta a los tratamientos antivirales especificos, indicar la necesidad 
de una vacunacion, y -desde un punto de vista epidemiologico- 
adoptar medidas de Salud Publica en una comunidad (Tabla 9.1). 

Actualmente se dispone de numerosos procedimientos diag- 
nostics rapidos y eficaces; de tecnicas moleculares de exquisita 
sensibilidad y de drogas antivirales especificas que deben ser ad- 
ministradas tempranamente en el curso de las infecciones virales. 
Por estas razones, la antigua creencia de que el diagnostico viro- 
logico se obtiene tardiamente y resulta inutil para el paciente ha 
sido eliminada. 

Numerosas publicaciones demuestran el costo-beneficio del 
diagnostico virologico en multiples situaciones, inclusive en aque- 
llas para las que no existe un tratamiento especifico. 

En esos casos, el diagnostico virologico permite disminuir cos- 
tos innecesarios en antibiotics y en otros procedimientos diagnos- 
ticos, realizar el aislamiento en cohortes de pacientes con la misma 
infeccion para evitar la diseminacion intrahospitalaria (por ejemplo, 
de virus respiratorios), determinar el estado inmune para indicar la 
vacunacion solo a los pacientes susceptibles, y adoptar medidas epi- 
demiologicas para evitar la diseminacion de ciertos virus. 

Un dramatic ejemplo de la importancia del diagnostico virolo- 
gico lo constituyen los brotes de influenza aviaria registrados en aves 
a fines del siglo XX y la aparicion de los primeros casos en humanos 


en estrecho contacto con esos animales. Ademas, en el ano 2009, la 
emergencia de una cepa de influenza A (H1N1) produjo la primer 
pandemia del siglo XXL En estos casos se debieron desarrollar ra- 
pidamente tecnicas moleculares tanto para diagnostico como para el 
estudio del genoma de estas cepas. Asi, se pudo determinar que el 
virus pandemic de influenza A (El INI) era un virus cuyo genoma 
exhibia una triple reasociacion de sus segmentos de RNA constituti- 
vos y que habia adquirido la capacidad de transmision interhumana. 

1.2 Fundamentos de la utiuzaci6n 

DE METODOS DIRECTOS E INDIRECTOS O SEROL0GICOS 

Para obtener las muestras adecuadas para el diagnostico virologico 
es necesario conocer lapatogenia de cada enfermedad (se observa un 
ejemplo en la Figura 9.1). Si bien existen variaciones, el periodo de 
incubation de la mayorfa de las infecciones virales es de alrededor 
de 7 dias (por el contrario, algunas diarreas ocurren al cabo de 24-48 
h., mientras que la sintomatologia de la rabia puede hacerse mani- 
fiesta aun luego de un ano de periodo de incubation). Luego de un 
periodo prodromic, aparecen los sintomas (periodo de estado). En 
esta etapa, el virus esta replicando activamente y por esta razon pue- 
den emplearse para detectarlo metodos directos (aislamiento en cul- 
tivo, detection de antigenos virales, microscopia electronica y me- 
todos moleculares). Durante las ultimas etapas del periodo de estado 
y en la convalecencia temprana aparecen los anticuerpos especificos 
antivirales, siendo la IgM la primera inmunoglobulina detectable y 
la que permitira realizar el diagnostico de infeccion reciente. Cuando 
los metodos de detection de IgM no existian, el diagnostico serolo- 
gico se realizaba por seroconversion (tambien denominada conver- 
sion serologica) en dos muestras: la primera obtenida en periodo de 
estado y la segunda a los 14-21 dias. Esto permite un diagnostico de 
certeza pero tardio (retro spectivo). 


1) Al diagnostico individual 

Enfermedad o virus 

Define una intervencion terapeutica 

Encefalitis o queratitis herpetica, herpes genital 

Rabia 

Fiebre hemorragica argentina 

Citomegalovirus humano en inmunodeprimidos 

HIV 

Hepatitis B, hepatitis C 

Influenza 

Orienta un pronostico 

Infecciones congenitas (por rubeola o parvovirus humano B19), 
citomegalovirus humano 

Monitorea la respuesta a la terapeutica 

HIV, hepatitis B, hepatitis C, citomegalovirus humano 

2) A la vigilancia epidemiologies 

Incidencia de la infeccion por HIV 

Hepatitis virales 

Virosis emergentes y re-emergentes: 

Arbovirus 

Hantavirus 

Influenza 

Influenza pandemica A(H1N1) 2009 

Influenza aviar 

Nuevos virus respiratorios 


Tabla 9.1. Contribuciones del diagnostico virologico. 
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Ti'tulo 

de anticuerpos 


Incubation 


t Enfermedad 


Convalecencia Convalecencia 

temprana tardia 


Figura 9.1. Infeccion viral aguda: metodos directos e indirectos de diagnostico. El dla 0 indica el comienzo de los sintomas. 


Estas son orientaciones generales; las multiples posibilidades 
de diagnostico seran analizadas en los capitulos respectivos. 

La election de las muestras y el momento de su obtencion de- 
penderan de la patogenia de cada infection viral y de la cinetica de 
la production de anticuerpos. Por ejemplo, los virus respiratorios 
se eliminan en altos titulos en secreciones respiratorias por lo que 
se pueden detectar en muestras respiratorias obtenidas durante los 
primeros dfas de enfermedad, ya que subsiguientemente, el titu- 
lo de virus en dichas secreciones disminuye, dificultando asi su 
diagnostico. Por el contrario, en la hepatitis B cronica el antigeno 
de superficie (HBs Ag) sera detectable en el suero por mas de seis 
meses, y aun durante anos. 

Otros aspectos a considerar para un diagnostico adecuado son 
los siguientes: las caracteristicas del virus y del paciente (inmu- 
nocompetente o inmunocomprometido), la edad, el tipo y estadio 
de la infeccion, la factibilidad de realizar tecnicas diagnosticas, y 
la complejidad del laboratorio disponible, incluyendo los recursos 
humanos y economicos. El diagnostico de las infecciones virales se 
apoya en un trfpode diagnostico (Figura 9.2). 

1.3. CONCEPTO DE METODOS DIRECTOS E INDIRECTOS (TABLA 9.2) 

En este texto se utilizara -con fines exclusivamente didacticos- 
el termino "metodo" para referirse al objetivo diagnostico: el 
agente etiologico sera detectado mediante metodos directos y 
la respuesta inmune humoral mediante metodologia indirec- 

ta. Se mencionaran diversas "tecnicas" para alcanzar el objetivo 
diagnostico. En contraposition con los procedimientos clasicos de 
diagnostico virologico que requerfan tiempos prolongados para es- 
tablecerlo, desde la decada de 1980 se ha afianzado el valor clinico 
de procedimientos rapidos para lograrlo. Sin embargo, el lector ob- 
servara que muchas veces publicaciones diversas utilizan indistin- 
tamente los terminos "metodo", "tecnica" y "procedimiento". Asf 
por ejemplo, en el lenguaje de este texto una misma tecnica (por 
ejemplo un ELISA) puede ser utilizada para metodos directos o 
indirectos, y en el caso de la pesquisa de IgM corresponder tambien 
a un procedimiento rapido de diagnostico. 

1.3.1. Metodos directos 

Se denominan metodos directos de diagnostico virologico a 
aquellos que detectan la presencia del virus (o alguno de sus 
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Estudio virologico 

Clinica 

/ \ Epidemiologia 

Signos 

Tiempo 

Sintomas 

Lugar 


Persona 


Figura 9.2. Tripode de diagnostico en las infecciones virales. 


componentes) en muestras clinicas, lo que puede realizarse a 
traves de diversas tecnicas que investigan la presencia de: 

1) agentes infecciosos (mediante la observation de su replication 
en cultivos celulares [aislamiento viral]) 

2) particulas virales (microscopia electronica) 

3) antigenos virales por tecnicas de inmunomarcacion (IF, ELISA, IP) 

4) genomas virales por tecnicas moleculares (hibridacion, PCR, 
RT-PCR, etc.). 

El aislamiento viral es la tecnica clasica y fire una de los primeras 
utilizadas en Virologia. Para muchos virus, el aislamiento es la tecnica 
de referencia o estandar de oro (en ingles, gold standard) del diagnos- 
tico, ya que permite la obtencion de la cepa viral, lo que presenta gran 
importancia no solo para el diagnostico de un caso individual sino para 
estudios epidemiologicos. Sus desventajas son: el tiempo de espera de 
resultados (dias o semanas), su alto costo y realization compleja, ya 
que requieren personal entrenado, infraestructura costosa para trabajo 
en condiciones de esterilidad y bioseguridad en cultivos celulares y/o 
para mantenimiento de animales (bioterios). Ademas, no todos los vi- 
rus que causan patologia en humanos son cultivables. 

Actualmente, se dispone de procedimientos rapidos de diag- 
nostico virologico que permiten obtener un resultado a pocas 
horas de obtenida la muestra, lo que resulta de gran valor clinico. 
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Estos procedimientos son de mas facil ejecucion y de menor costo, 
ya que no requieren infraestructura para aislamiento del virus en 
cultivos celulares (Tabla 9.3). Los procedimientos rapidos pueden 
corresponder a metodos directos o indirectos, por lo que pueden 
detectar: 

1 ) particulas virales por microscopia electronica; 

2) antigenos virales por metodos de inmunomarcacion; 

3) genomas virales por procedimientos moleculares; 

4) IgM especifica en una unica muestra de suero ( este es un 
metodo indirecto ) mediante inmunoensayo. 


) Corpus 
Editorial 


1.3.2. Metodos indirectos 

Se denominan metodos indirectos o serologicos a aquellos que in- 
vestigan la respuesta inmune humoral mediada por anticuerpos 
especiflcos antivirales en el suero o plasma del paciente. Por ende, 
no detectan la presencia del agente etiologico. Para realizar un diag- 
nostico virologico sustentado en la serologfa es necesario determinar 
la conversion serologica_(seroconversion) o bien la presencia de_IgM 
especifica antiviral. 

Se define a la "conversion serologica" como la aparicion o el 

aumento de 4 o mas veces del tltulo de anticuerpos entre dos 
muestras pareadas de suero, la primera obtenida en perlodo 
agudo y la segunda en la convalecencia (14-21 dlas despues del 
comienzo de los slntomas) y procesadas simultaneamente (Fi- 
gure 9.1). La demostracion de conversion serologica es un metodo 
clasico y eficaz de diagnostico, pero es retrospective; es decir, el 
resultado se obtiene generalmente cuando el paciente se ha curado; 
por ello, solo se la utiliza para confirmation de casos o para es- 
tudios epidemiologicos en los que resulta de extraordinario valor. 

La detection de IgM especifica antiviral en una unica 
muestra de suero obtenida en el perlodo agudo o en la convale- 
cencia temprana, permite realizar un diagnostico de certeza en 
muchas infecciones virales, con la enorme ventaja sobre el proce- 
dimiento anterior de que el resultado estara disponible en tiempos 
clinicamente relevantes (procedimiento rapido). 


ticas del virus y el estadio de la enfermedad. Las muestras pueden 
obtenerse mediante hisopados de secreciones conjuntivales, geni- 
tales, rectales, nasales, faringeas o de lesiones cutaneas; por aspira- 
dos nasofaringeos o traqueales o lavado bronquioalveolar. Tambien 
pueden utilizarse muestras de sangre, suero, plasma, orina, lfquido 
cefalorraquideo (LCR), liquido ammiotico, materia fecal, y/u orga- 
nos obtenidos mediante biopsia o autopsia. 

Para la obtencion de las muestras deben usarse guantes y es ne- 
cesario observar las normas de bioseguridad. Las muestras deben 
colocarse en recipientes esteriles y con tapa hermetica para evitar 
riesgos de derrame. 

En todos los casos, junto con la muestra debidamente rotulada, es im- 
prescindible remitir al laboratorio una oiden medica que contenga: a) nom- 
bre del paciente; b) estudio solicitado; c) tipo de muestra enviada; d) breve 
resumen de historia clinica; e) fecha de comienzo de la enferenedad actual; f) 
fecha de extraction de la muestra; y g) dates del medico remitente. 

2.2. Obtencion de muestras para aislamiento viral 

Estas muestras deben colocarse en tubos con un medio de trans- 
porte para virus. Uno de los mas usados es el medio de Hank’s con 
0,2 % de albumina bovina, o suero fetal bovino, antibioticos y an- 
timicoticos. Las protefnas se anaden para preservar la infectividad 
viral y los antimicrobianos para inhibir la (potencial) flora conta- 
minante. Para aislamiento, es fundamental la obtencion temprana 
de las muestras, ya que las posibilidades de exito son mayores en 
etapas iniciales de la enfermedad. Ademas, es muy importante la 
correcta conservation y el envio rapido de la muestra, debidamente 
refrigerada para evitar la inactivation termica del virus. 

Existen equipos comerciales para obtencion y envio de muestras 
que contienen hisopos de materiales sinteticos y una ampolla con 
medio de transporte ( Culturet , Virocult, etc.). Dado su alto costo, en 
nuestro medio son habitualmente reemplazados por los tubos con 
medio de transporte preparados en cada laboratorio, los que deben 
ser conservados a 4° C y utilizados antes de la fecha de vencimiento. 


2. Muestras 

2. 1. Obtencion (Tabla 9.4 y 9.5) 

Para obtener la muestra adecuada en el momenta oportuno es ne- 
cesario conocer la patogenia de cada infection viral, las caracterfs- 


2.3 Obtencion de muestras para 

DIVERSOS PROCEDIMIENTOS DIACNOSTICOS 

Muestras para virus respiratorios 

Las muestras deben obtenerse tempranamente (3-7 dias del initio de 
la enfermedad). Pueden ser: aspirados nasofaringeos (ANF), hisopa- 


Metodos 

Procedimiento / Tecnica 

Detection de: 

Directos 

1 ) Aislamiento en: 

Huevos embrionados, animales o 
cultivos celulares 

Lesiones y/o muerte 

Action citopatica (ACP) 

2) Identificacion del virus (aislado o 
no) mediante: 

Inmunomarcacion (IF, IP, ELISA), 
neutralization, FC, IHA, etc. 
Microscopia electronica 

Hibridacion, PCR, PCR en 
tiempo real, RFLP, secuenciacion 
nucleotidica 

Antigenos virales 

Particulas virales 

Genomas virales 

Indirectos o serologicos 

Neutralization 

ELISA, IFI, FC, IHA, etc. 

ELISA, IFI 

Anticuerpos especificos 

- Conversion serologica en dos 

muestras pareadas 

- IgM especifica: en muestra unica 
de periodo agudo o convalecencia 
temprana 


Tabla 9.2. Clasificacion de los metodos de diagnostico virologico de acuerdo a la forma en que detectan la infection. IF: inmunofluo- 
rescencia; IP: inmunoperoxidasa; ELISA: enzimoinmunoensayo; PCR: Polymerase chain reaction = Reaction en cadena de la polimerasa; 
FC: Fijacion del complemento; RFLP: Restriction fragment length polymorphism = polimorfismo de la longitud de fragmentos de restriction; IFI: 
inmunofluorescencia indirecta;. IHA: Inhibition de la hemaglutinacion. 
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Detection del virus (o alguno de sus componentes) 
en muestras clmicas en la forma de: 

Tecnica 

Particula viral 

Microscopia electronica 

Inmunomicroscopia electronica 

Antigeno viral 

Tecnicas de inmunomarcacion 

- Inmunofluorescencia directa (IF) 

- Inmunofluorescencia indirecta (1 FI) 

- Inmunoperoxidasa (IP) 

- Enzimoinmunoensayo (ELISA) 

- Contrainmunoelectroforesis (CIE) 

Genoma viral 

Sin amplification: hibridacion in situo en solution 

Con amplification: PCR, RT-PCR, PCR en tiempo real, 
branched DNA (DNA ramificado), etc. 

NASBA/TMA (amplification mediante transcription) 

Detection de anticuerpos especificos 

IgM especifica (IFI, ELISA, de captura) 


Tabla 9.3. Procedimientos de diagnostico virologico rapido. 


dos nasales (HN) y faringeos (HF) combinados (HN + HF), hisopados 
nasofaringeos (HNF), lavados nasales, aspirados endotraqueales, lava- 
dos bronquioalveolares (LBA) o tejido pulmonar obtenido en biopsias 
(transtraqueales o transbronquiales, a cielo abierto) 6 en autopsias. 

Para diagnostico de virus respiratorios en pacientes intemados el 
ANF es la muestra de eleccion. Los hisopados nasal y faringeo com- 
binados (HN + HF) asi como tambien los hisopados nasofaringeos 
(FiNF) obtenidos con hisopos flexibles, son de facil realization y 
estan indicados para pacientes ambulatorios. El esputo no es adecua- 
do debido a su contamination con agentes presentes en fauces. Las 
biopsias constituyen excelentes muestras, pero debido a su obten- 
cion cruenta, solo se utilizan cuando la gravedad del caso lo justifica. 

Los LBA son utiles para el diagnostico de citomegalovirus hu- 
mano (HCMV) y herpes simplex (HSV) -entre otros- en inmuno- 
comprometidos, ya que pueden replicar en macrofagos alveolares. 

Los procedimientos de obtencion de las muestras respiratorias 
asf como las medidas de bioseguridad que debe observar el opera- 
dor se detallan en los Capitulos 13 y 59. 

Si se solicita un diagnostico mediante aislamiento viral, los 
hisopos con la muestra deben colocarse en un tubo con medio de 
transporte para virus. Si se solicita solo detection de antfgenos o 
metodos moleculares, los hisopos se colocan en solution fisiologi- 
ca esteril. Cuando existe disponibilidad es recomendable emplear 
ambos procedimientos. 

Lesiones cutaneas y mucosas 

Las muestras de lesiones cutaneas o mucosas (herpes, varicela o 
zoster) o genitales (herpes) se obtienen por hisopado de la base de 
las vesiculas 6 por obtencion del fluido de las vesiculas con aguja 
y jeringa. La eleccion de las vesiculas es importante; estas deben 
ser frescas, no costrosas o contaminadas, debiendose seleccionar 
varias. Es de destacar que si la obtencion de la muestra no es ade- 
cuada, la recuperation de virus sera dificil o imposible. 

Si se solicita detection de antfgenos, los hisopos con la muestra 
deben colocarse en solution fisiologica. Si tambien se solicita aisla- 
miento en cultivo, otros hisopos deben colocarse en medio de trans- 
porte para virus. En algunos laboratories se utilizan habitualmente 
ambas tecnicas para detection de los vims herpes simplex y varicela- 
zoster ya que asf se aumenta la sensibilidad, por lo cual se reciben dos 
tubos con muestras (en medio de transporte y en solution fisiologica). 

Sangre y Suero 

La sangre debe obtenerse mediante una venopuntura realizada en 
una superficie cutanea luego de efectuada la asepsia de la zona, uti- 
lizando aguja y jeringa esterilizados. La muestra debe colocarse en 
tubos esterilizados con tapa hermetica. Es importante el descarte de 
los elementos utilizados en recipientes rfgidos para evitar posibles 
accidentes por puncion percutanea. 


La sangre se colocara en tubos con o sin anticoagulante, de- 
pendiendo del virus que se intente aislar y de que circule fibre en el 
plasma o asociado a celulas. 

En la sangre pueden detectarse: a) vims infeccioso (viremia) por 
aislamiento en cultivos celulares; b) antigenos virales, previa separation 
del suero (por ejemplo, HBs Ag del vims de hepatitis B; c) antigenos en 
el nucleo de polimorfonucleares (antigenemia pp 65 para citomegalovi- 
rus humano, o antigenemia para vims herpes humano-6); d) genomas 
virales por tecnicas moleculares en sangre entera, en celulas 6 en suero 
/ plasma (PCR para citomegalovirus humano, vims Epstein-Barr, vims 
herpes humano-6, vims hepatitis B, vims hepatitis C, HIV, etc). 

El aislamiento de un vims a partir de una muestra de sangre 
(viremia) evidencia con certeza una infection aguda, o bien una 
reactivation (citomegalovims humano). La detection de viremia 
se emplea en las infecciones que producen viremias de alto tftulo y 
prolongadas (fiebre hemorragica argentina, fiebre amarilla, citome- 
galovirosis humana en el inmunocomprometido, etc.). 

La separation de celulas linfomononucleares {huffy coat) de 
sangre suele dar mejores resultados para aislamiento que la sangre 
entera en caso de citomegalovims humano o varicela-zoster. 

La detection del HBs Ag es utilizada de rutina en los bancos de 
sangre para el estudio de la sangre a transfundir y en el diagnosti- 
co de infection por virus hepatitis B. Recientemente, se han desa- 
rrollado metodos para la detection del antfgeno del core del virus 
hepatitis C. La antigenemia pp 65 para citomegalovims humano es 
empleada habitualmente en el monitoreo de pacientes inmunosu- 
primidos luego del trasplante de organos. 

Las tecnicas moleculares (PCR, RT-PCR y PCR en tiempo real) 
se usan en numerosas situaciones diagnosticas, pudiendose emplear 
sangre entera o suero / plasma, de acuerdo a cada vims en particular. 

Suero para serologfa 

El suero puede emplearse para: 

a) Determinar el estado inmune (presencia de anticuerpos pro- 
ducto de una infection previa), para lo cual es suficiente con una 
unica muestra de suero (por ejemplo, determinar el estado inmune 
antes de indicar una vacunacion para rubeola o hepatitis B); 

b) Diagnostico de infection reciente. Puede realizarse por: 

- b.l. detection de conversion serologica (seroconversion) en 
dos muestras pareadas de suero: la primera obtenida en perfodo 
agudo, y la segunda en la convalecencia, a los 14 - 21 dias. 

- b.2. detection de IgM especlfica en una muestra unica de 
suero obtenida durante al perfodo agudo o en la convalecencia tem- 
prana (vease Diagnostico seroldgico). 

Materia fecal e hisopados rectales 

El diagnostico de rotavirus y adenovirus entericos se puede reali- 
zar en forma rapida por ELISA o inmunocromatografia en materia 
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Pacien 

e 

Informar el estudio a realizar 

En algunos casos se requiere 
consentimiento informado 




Muestr 

a 

Bioseguridad: recipiente rigido, tapa 
hermetica, bolsa plastica 

Rotulacion: nombre completo, fecha 

Orde 

n 

f 

Nombre completo del paciente 

Fecha y hora de obtencion 

Estudios que se solicitan 

Tipo de muestra enviada 

Nombre, telefono y firma del medico 

Transport 

e 

Rapido 

Bioseguridad 

Refrigeracion 




Laboratorio 

Recepcion: asignar codigo de barras 
Procesamiento 

Resultado 

Informe 


Tabla 9.4. Requisitos para el envi'o de muestras para diagnostico. 


Las muestras se obtienen por hisopado conjuntival o corneal y 
las tecnicas utilizadas propugnan la deteccion de antfgenos, el ais- 
lamiento viral o la deteccion del genoma viral. En el humor acuoso 
de pacientes infectados con HIV y con retitinis por citomegalovirus 
humano puede detectarse este virus por PCR. 

Tejidos 

Los tejidos (obtenidos en biopsias o autopsias) son excelentes 
muestras para aislamiento, deteccion de antfgenos o de genomas 
virales, ademas de su utilidad para estudios histopatologicos. Por 
ejemplo, en pulmon pueden aislarse citomegalovirus humano, her- 
pesvirus, adenovirus, virus respiratorios, etc. Ocasionalmente, a 
partir de hfgado o bazo pueden aislarse citomegalovirus humano o 
herpes. El virus Junin (agente de la fiebre hemorragica argentina) 
puede aislarse de sangre, y organos (bazo, pulmon e higado, obte- 
nidos en necropsias). 

Para la deteccion de antigenos por procedimientos rapidos, se 
realizan improntas de tejidos o bien cortes por criostato, los que 
luego de la fijacion en acetona u otros fijadores se procesan me- 
diante tecnicas inmunohistoquimicas (IF, IP), 6 moleculares (hibri- 
dacion in situ, 6 PCR). Tambien puede emplearse la microscopia 
electronica sobre cortes ultrafinos de los tejidos. 


fecal. Tambien pueden aislarse en cultivo numerosos enterovirus 
(i ’ease el Capi'tulo 20). 

Es necesario tener en cuenta que muchos vims entericos res- 
ponsables de gastroenteritis no son cultivables (rotavims, norovi- 
rus [agente Norwalk], algunos adenovims, etc.), por lo que deben 
emplearse otras tecnicas diagnosticas. 
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Editorial 


Orina 

Muchos vims se excretan por orina durante el periodo de incubation y 
enfermedad por perfodos prolongados. El diagnostico puede realizar- 
se por aislamiento en cultivo (citomegalovirus humano, adenovims, 
rubeola) o por deteccion de antigenos virales en celulas descamadas 
(citomegalovirus humano) 6 acidos nucleicos mediante tecnicas mole- 
culares (citomegalovims humano, adenovims y vims BK). 


Muestras genitales 

Para papilomavirus se utilizan biopsias cutaneas o de endocervix 
( vease el Capi'tulo 29, Papilomavims humano). A partir de hisopa- 
dos de cervix puede recuperarse citomegalovims humano y herpes 
simplex, especialmente en embarazadas. 


LIquido cefalorraquldeo (LCR) 

El LCR debe obtenerse en fomia esteril y en el pueden detectarse 
vims por: a) aislamiento; b) pesquisa de antigenos; y c) tecnicas mo- 
leculares, siendo estas ultimas las mas empleadas en la actualidad. 

A partir de LCR pueden aislarse enterovims no-polio y paro- 
tiditis. Los herpesvirus -causa importante de infection del SNC- 
rara vez se alslan del LCR con la exception de las meningitis debi- 
das a herpes simplex tipo 2. En inmunosuprimidos, puede aislarse 
citomegalovims humano, varicela-zoster y adenovims. Los togavi- 
rus pueden estar tambien presentes en el LCR. 

La aplicacion de tecnicas moleculares (por ejemplo la PCR o la 
RT-PCR) son de election para el diagnostico de las infecciones del 
SNC permite detectar rapida y certeramente numerosos vims, tales 
como herpes simplex, varicela-zoster, parotiditis, West Nile, alfavi- 
ms (encefalitis equinas), flavivims (encefalitis de San Louis), etc. 
Por lo tanto, son los procedimientos de election para esta muestra. 


Muestras oculares 

Los virus que se detectan con mayor frecuencia son los herpesvirus 
(66%) y los adenovims (34%). Tambien se detectan enterovims 
productores de conjuntivitis hemorragica (enterovims 70) y, muy 
raramente, vims vaccinia, como consecuencia de infection ocular 
luego de una vacunacion (actualmente, no utilizada en lapoblacion 
general). 


2.4 CONSERVACtdN Y TRANSPORTE AL LABORATORIO 

Es importante considerar que si la muestra ha sido obtenida ade- 
cuadamente pero es conservada y/o transportada en condiciones 
inadecuadas, la posibilidad de obtener el diagnostico etiologico 
puede perderse. 

El envfo al laboratorio debe realizarse siempre en con- 
diciones de bioseguridad. Esto implica el uso de tubos tapados 
hermeticamente y el transporte en gradillas o recipientes rfgidos. 
Cada muestra debe enviarse debidamente rotulada con los datos 
del paciente dentro de una bolsa plastica hermeticamente cerrada. 
Por fuera, debe adjuntarse una orden que indique el estudio que se 
solicita, el tipo de muestra enviada, un breve resumen de historia 
clfnica, la fecha de comienzo de la enfermedad y los datos del me- 
dico remitente. Esto es importante dado que en muchas situaciones 
es necesaria una comunicacion directa con el medico (Tabla 9.4). 

Muestras para aislamiento 

La mayoria de los vims se inactivan rapidamente una vez separa- 
dos de los tejidos del hospedador; por esta razon, las muestras para 
aislamiento deben ser enviadas inmediatamente al laboratorio en 
medio de transporte para vims y refrigeradas a 4° C. Si la muestra 
debe esperar algunas horas antes del envfo, su conservation debe 
realizarse en heladera a 4° C. Las muestras de sangre, materia fecal, 
LCR y organos se colocan en recipientes esteriles y hermeticos sin 
agregado alguno. Las muestras de secreciones cutaneo-mucosas se 
conservan en medio de transporte para vims. 

El envfo debe realizarse en recipientes hermeticos de "telgo- 
por" o plastico, con enfriadores de uso domestico o hielo. En este 
ultimo caso el agregado de sal otorga una mayor duration al hielo, 
debido al descenso del punto crioscopico. En muchos laboratorios, 
las muestras para aislamiento con un tiempo de transporte mayor 
a 1-2 h. son rechazadas, excepto en casos de vims muy estables 
(adenovims) o en aquellas situaciones en que la repetition de la 
muestra sea dificultosa o imposible. Las muestras para aislamiento 
no deben congelarse, excepto en el caso que el traslado implique 
grandes distancias (por ejemplo, a laboratorios de referencia). En 
estos casos se usara hielo seco. 

Es imprescindible enviar un breve resumen de historia clfnica, la 
fecha de comienzo de la enfermedad, asi como la fecha y hora de ex- 
traction de la muestra para poder calcular asf el tiempo de transporte. 
Para algunos vims muy labiles (sincicial respiratorio, citomegalo- 
vims humano), se recomienda enviar las muestras inmediatamente 
para su inoculation en cultivos en cuanto llegan al laboratorio para 
evitar la inactivation viral y el resultado falsamente negativo. Exis- 
ten excepciones, que deberan consultarse con el virologo. 
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Sindrome / 
enfermedad 

Virus 

Muestras 

Tecnica o procedimiento 

Meningitis 

Usuales 

Enterovirus 

ECHO, Coxsackie 

LCR 

RT-PCR, cultivo 


Inusuales 

Herpes simplex 

LCR 

PCR 


HIV 

Plasma 

RT-PCR 


Epstein-Barr 

Suero, LCR 

Serologia, PCR 


Varicela-zoster 

LCR 

PCR 


Parotiditis 

LCR 

Cultivo, RT-PCR 


Coriomeningitis linfocitaria 

Suero, LCR 

Serologia: IgM, cultivo, RT-PCR 


West Nile (Virus del Nilo 
Occidental) 

Sangre, suero, LCR 

Serologia: IgM, RT-PCR 

Encefalitis 

Usuales (no asociados a HIV) 
Herpes simplex 

LCR 

PCR 


Enterovirus humano 

LCR 

RT-PCR 


Arbovirus 

LCR, suero 

Serologia: IgM 


Usuales (asociados a HIV) 
Citomegalovirus humano 
Epstein-Barr, varicela- 
zoster, JC 

LCR 

PCR 




Inusuales 

Varicela-zoster 

LCR 

PCR 


Epstein-Barr 

LCR 

PCR 


Herpesvirus humano-6 

LCR 

PCR 


Parotiditis 

LCR, saliva 

Cultivo, RT-PCR 


Rabia 

LCR, saliva, piel 

Cultivo, RT-PCR 


West Nile 

Sangre, suero, LCR 

Serologia: IgM, RT-PCR 

Infeccion 

En inmunocompetentes 

Aplicable a todos los virus 


respiratoria 

Influenza 

Aspirado nasofarfngeo, 

IF, ELISA, Cultivo, RT-PCR / PCR 


Sincicial respiratorio 

Hisopado nasal /faringeo, 

IF, ELISA, Cultivo, RT-PCR / PCR 


Parainfluenza 

Hisopado Nasofaringeo 



Adenovirus 

Lavado nasal, 

IF, ELISA, Cultivo, RT-PCR / PCR 


Metapneumovirus humano 

Aspirado traqueal, 

IF, ELISA, Cultivo, PCR 


Rhinovirus humano 

Lavado bronquioalveolar (LBA) 

RT-PCR, Cultivo, IF 


Bocavirus humano 


RT-PCR, cultivo 

PCR 


En inmunocomprometidos 
Citomegalovirus humano 
Herpes simplex, adenovirus 
Varicela-zoster 

Respiratoria, sangre 

PCR, Cultivo 

Gastroenteritis 

Rotavirus, adenovirus 
Astrovirus, calicivirus 
Norovirus, sapovirus 
Torovirus 

Heces 

ELISA, microscopia electronica 

Lesiones 

Herpes simplex 

Hisopado 

IF, Cultivo 

cutaneo- 

Varicela-zoster 

Hisopado 

IF, Cultivo 

mucosas 

Poxvirus (varias especies) 

Hisopado, biopsia 

Microcospia electronica, PCR 


Papilomavirus humano 

Hisopado de cervix, biopsia 

PCR, captura de hibridos 

Hepatitis 

Hepatitis A 

Suero 

Serologia (ELISA): IgM 


Hepatitis B 

Suero 

Serologia (ELISA): HBs Ag, IgM 
anti-core, 

PCR, Carga viral 


Hepatitis C 

Suero 

Serologia: anticuerpos anti-HCV 
(ELISA, LI A / RIBA); antigeno core 
(HCcAg) 

RT-PCR, Carga viral 


Hepatitis D 

Suero 

Serologia (ELISA) 


Hepatitis E 

Suero 

Serologia (ELISA) 
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Miocarditis / 

Enterovirus humanos (ej. 

Biopsia 

Cultivo, RT-PCR / PCR 

pericarditis 

Coxsackie B) 

Liquido pericardico 

Cultivo, RT-PCR / PCR 


Adenovirus 

Heces 

Cultivo, RT-PCR / PCR 


Parvovirus humano B19 

Hisopado de fauces 

Cultivo, RT-PCR / PCR 



Sangre 

Cultivo, RT-PCR / PCR 

Conjuntivitis / 
queratitis 

Adenovirus, herpes simplex 
varicela-zoster 

Hisopado conjuntival 

Cultivo, IF, PCR 

Retinitis 

Citomegalovirus humano 

Humor vitreo 

PCR 


Herpes simplex 

Humor vitreo 

PCR 

Cistitis 

Adenovirus 

Orina 

Cultivo, PCR 

hemorragica 

BK 

Orina 

PCR 

Sindrome 

Epstein-Barr 

Suero 

Serologia: anticuerpos heterofilos 

mononucleosico 



(aglutinacion) 

IgM anti-VCA (IF, ELISA) 


Citomegalovirus humano 

Suero 

Serologia: IgM, cultivo, PCR 


HIV 

Plasma 

RT-PCR 


Herpesvirus humano-6 

Suero 

IgM, (IF, ELISA), cultivo, PCR 

Exantema 

Enterovirus humano 

Hisopado faringeo 

Heces 

Cultivo, RT-PCR 


Parvovirus humano B19 

Suero 

Serologia: IgM, PCR 


Herpesvirus humano-6 

Suero 

IgM (IF, ELISA), cultivo, PCR 


Sarampion 

Suero 

Serologia: IgM 



Muestras respiratorias 

Antigenos por IF 


Rubeola post-natal 

Suero 

Serologia: IgM 

Infecciones 

Diagnostico in utero 



congenitas 

Rubeola 

Sangre fetal 

Serologia: IgM 



Liquido amniotico 

Cultivo, RT-PCR 


Citomegalovirus humano 

Liquido amniotico 

Cultivo, PCR 


Parvovirus humano B19 

Liquido amniotico 

PCR 



Sangre fetal 

Serologia: IgM 


Diagnostico post-parto 
Citomegalovirus humano 

Orina 

Cultivo, PCR, IF 



Fauces 

Cultivo, PCR 



Suero 

Serologia: IgM 


Herpes simplex 

Hisopado de lesiones 

Cultivo, IF 



Suero 

Serologia: IgM 


Rubeola 

Orina 

Cultivo, IF, RT-PCR 



Suero 

Serologia: IgM 


Parvovirus humano B19 

Suero 

Serologia: IgM, PCR 


Tabla 9.5. Muestras para diagnostico virologico de acuerdo al sindrome clinico. 


Muestras para diagnostico rapido 

Para la detection de antigenos virales las condiciones del trans- 
porte no son tan estrictas, ya que no se requiere la presencia de 
vims viable, aunque siempre es recomendable la conservation y el 
transporte a 4°C. Existen excepciones, por ejemplo, el diagnostico 
de virus respiratorios pueden realizarse en muestras remitidas por 
correo y a temperatura ambiente en recipientes que contienen me- 
dios de transporte (Culturette o Virocult) sin perder su valor diag- 
nostico. Esto se emplea en estudios epidemiologicos en los cua- 
les hospitales perifericos envian muestras a centros de referencia. 
(veanse los capitulos 13, 14 y 17). 

Muestras para estudios de Biologia molecular 

En muestras para estudios con RNA debe tener en cuenta la signi- 
ficativa labilidad del mismo en condiciones ambientales, asi como 
su facil degradation por ribonucleasas (por ejemplo, presentes 
en las manos del operador). Por ello se recomienda el empleo de 
guantes nuevos, sin talco (este material inhibe la amplification del 
DNA por la Taq DNA polimerasa), y si es posible humedecidos 
con alcohol 70°. 

Dado que muchas de las tecnicas de Biologia molecular utili- 
zan eventos de amplificacion de la secuencia bianco o de la serial 


de detection, es menester emplear recipientes, tubos e instrumental 
(por ejemplo, bisturies, pinzas, cuchillas, etc.) nuevos y esteriles, 
con el objeto de evitar falsos positivos atribuibles a los potenciales 
restos genomicos de patogenos que pudieren estar presentes aun en 
el material esterilizado (previamente usado). 

Los estudios para determinar la carga viral se realizan habitual- 
mente utilizando plasma (EHV, E1CV, HBV) o suero (EIBV, E1CV). Es 
aconsejable el empleo de tubos de vidrio al vacio con un tapon de 
plastico blando (por ejemplo, Vacutainer™). La utilization de anticoa- 
gulantes como EDTA o citrato de sodio (concentration final 0,38%), 
es recomendable para ensayos de PCR o RT-PCR. La heparina puede 
inhibir la actividad de la Taq DNA polimerasa, produciendo resultados 
equivocos. Sin embargo, este anticoagulante puede utilizarse en ensa- 
yos de amplificacion isotermica como el NASBA/TMA. Es tambien 
deseable que las muestras de sangre no esten hemolizadas, debido a 
que la presencia de hemoglobina en suero o plasma puede producir 
falsos resultados negativos en estudios de PCR o RT-PCR. 

En el caso de obtenerse muestras correspondientes a pequenos 
volumenes de diversos fluidos, estos pueden introducirse en tubos 
Eppendorf de 1,5 ml con tapa hermetica (nuevos y esteriles). En el 
caso de tratarse de muestras solidas (biopsia, raspados, torundas, 
etc.) es recomendable su inmersion en dichos tubos con 100 pi de 
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Antigeno fijado a Se agrega el suero 

portaobjetos u otra del paciente 

fase solida 


3 



Se anade el 
anticuerpo 
Anti-lgs humanas 
conjugado con: 



Figura 9.3. Representation esquematica de algunas tecnicas de inmunomarcacion para deteccion de anticuerpos. 


PBS esteril o solution salina esteril. En el caso de las torundas, 
estas deben dejarse dentro del tubo, cortandolo si fuere necesario. 

Si bien el DNA es bastante estable en condiciones ambientales, 
se recomienda el transporte de toda muestra clfnica para estudios 
de Biologfa molecular al laboratorio inmediatamente despues de 
ser obtenida. Con el objeto de reducir la perdida por degradation 
del RNA viral en las muestras de sangre, es deseable que el suero o 
plasma sean separados dentro de las 3 horas y no mas alia de las 6 
horas de realizada la extraccion. 

El envfo de material dentro de una misma institution puede 
realizarse en tubos debidamente identificados de vidrio o plastico 
hermeticos y a prueba de fugas de liquido. Toda indication con el 
nombre, numero y resumen de historia clinica, analisis solicitado 
deben acompaiiar el material preferentemente en una bolsa plastica 
anexa. Los recipientes con muestras se colocan en una caja resistente 
a prueba de perdida de lfquidos con una cubierta segura y en la que 
se indica la naturaleza del material transportado. Cuando el trans- 
porte de muestras clfnicas ocurre entre instituciones, debe utilizarse 
el sistema de triple envase: a) envase primario (resistente al agua 
con tapa hermetica que contiene la muestra), b) envase secundario 
(resistente e impermeable al agua con tapa hermetica que contiene y 
protege al recipiente primario), y c) envoltorio extemo (que protege 
al envase secundario de potenciales danos fisicos y del agua). 

Existen agentes caotropicos como el GTC (tiocianato de guanidi- 
nio) que pueden utilizarse no solo para inhibir la actividad de RNAsas 
potencialmente presentes en una muestra optimizando el subsiguiente 
rendimiento de la extraccion del RNA, sino tambien para eliminar la 
infectividad de la misma, ya que desnaturalizan las protemas. Elio per- 
mite el transporte seguro de muestras con significativo riesgo biologi- 
co inherente (por ejemplo, para detectar RNA del virus Junta, un pe- 
ligroso virus patogeno de categoria 4, a partir de muestras de sangre). 

En el laboratorio, las muestras clmicas que no son procesadas 
inmediatamente para estudios de Biologfa molecular, son habi- 
tualmente guardadas en congeladoras que mantienen el frfo entre 
-70°C y -86°C. 

Muestras para estudios serologicos 

Las muestras de sangre o suero, obtenidas en forma esteril, pueden 
enviarse a temperatura ambiente si el tiernpo de transporte no su- 
pera algunas horas. El suero, una vez separado de la sangre, puede 
conservarse en heladera a 4°C durante 1-2 dias. Si el transporte 
demorara mas tiempo es recomendable la congelation ya que los 
anticuerpos presentes en el suero se conservan adecuadamente a 
-20° C durante meses, 6 a -70°C / - 86°C durante anos. 

Muestras de alta patogenicidad 

Si bien toda muestra debe enviarse en condiciones de bioseguridad, 
el envio de virus "de alta patogenicidad" (viruela, Lassa, Junfn, 


Marburg, Ebola, coronavirus asociado al SARS y otros) debera 
realizarse en recipientes dobles, absolutamente hermeticos y ro- 
tulados como Peligro bioldgico. Existen estrictas regulaciones in- 
ternacionales para el transporte de todos los virus por via aerea o 
terrestre. 

Tiempo de espera de resultados 

Los procedimientos rapidos permiten un diagnostico de certeza 
al cabo de pocas horas de obtenida la muestra, lo que representa 
una enorme ventaja para la adoption de medidas terapeuticas o 
profilacticas. Por el contrario, el aislamiento viral demora dias o 
semanas, dependiendo del virus, ya que es necesario esperar la apa- 
ricion de la action citopatogenica (ACP) en los cultivos, y luego 
de lo cual se debe identificar el virus aislado mediante tecnicas 
inmunohistoquimicas, las que demandan varias horas mas, o bien 
por neutralization, la que requiere varios dfas. 

La deteccion de conversion serologica tiene la demora inhe- 
rente a la espera de la segunda muestra pareada (suero de convale- 
cencia), ya que es necesario procesar esta simultaneamente con la 
muestra del perfodo agudo. Por el contrario, la determination del 
estado inmune (IgG) o de una infection reciente por medio de IgM 
especifica tiene el tiempo de demora inherente a la realization de 
la tecnica (horas). Ademas, debe considerarse la frecuencia con la 
cual el laboratorio realiza las tecnicas solicitadas. Finalmente, exis- 
te un tiempo adicional para la preparation, impresion y validation 
del informe respectivo. 

3. Metodos indirectos o serologicos 

3. 1 Fundamento y aplicaciones 

El fundamento del metodo consiste en demostrar en el suero 
del paciente, la presencia de anticuerpos especlflcos antivirales 
inducidos por la infection. En la respuesta inmune a un virus de- 
terminado se producen anticuerpos dirigidos contra diversos cons- 
tituyentes del virion, tanto intemos como superficiales, los que per- 
sisten distintos tiempos en la circulation del paciente (Figura 9.1). 

Las tecnicas serologicas fueron empleadas desde los comien- 
zos de la Virologia y, a pesar de los extraordinarios avances en el 
diagnostico directo incluyendo las tecnicas moleculares, el valor 
intrfnseco de las primeras continua siendo muy importante en la 
actualidad para numerosas infecciones virales. 

Aplicaciones: la deteccion de anticuerpos especificos puede 
emplearse para un diagnostico del estado inmune (infection pa- 
sada) o bien de una infection reciente. Para esto ultimo existen 
dos procedimientos: a) determination de la conversion serologica 
(seroconversion)', o b) deteccion de IgM especifica en una muestra 
unica de suero. 
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3.2 DeterminaciOn del estado inmune 

En una muestra unica de suero se podra determinar el estado inmu- 
ne mediante la deteccion de IgG especlfica antiviral. Esto se realiza 
antes de indicar una vacunacion anti-rubeolica, o anti-hepatitis B 
o para determinar la presencia de anticuerpos anti-citomegalovirus 
humano o anti-EHV en bancos de sangre. Las muestras de sangre 
serologicamente positivas para EIIV o con marcadores de infec- 
tion por virus causantes de hepatitis B o C no deben ser transfun- 
didas debido al riesgo de transmitir virus infeccioso. Asimismo, 
la sangre con anticuerpos para citomegalovirus humano no debe 
ser transfundida a recien nacidos o a pacientes inmunosuprimidos. 
Tambien se emplea la determination del estado inmune en estudios 
de seroprevalencia de anticuerpos contra un virus determinado en 
una poblacion, lo que pennite conocer la exposition al mismo. Por 
ejemplo, estudios serologicos para virus Junin (fiebre hemorragica 
argentina), hantavirus, arbovirus, etc. 

3.3 DlAGNdSTICO DE INFECCldN RECIENTE 

3.3.1 Conversion serologica 

La conversion serologica se define coma la aparicion de anti- 
cuerpos especificos contra un virus, o el aumento de su titulo en 
cuatro o mas veces en dos muestras pareadas de suero, la pri- 
mera obtenida durante el periodo agudo (suero de fase aguda) 
y la segunda en la convalecencia a los 14-21 dlas de la primera 
(suero de fase de convalecencia; Figura 9.1). La conversion se- 
rologica permite realizar un diagnostico de infection reciente con 
certeza. Por el contrario, cuando los tltulos de anticuerpos en am- 
bas muestras son bajos, o no se observa un aumento significativo 
(cuatro o mas veces en su titulo) no puede atribuirse la presencia de 
esos anticuerpos a la infection actual sino a una infection previa. 
En general, ese paciente sera inmune al virus en cuestion. La au- 
sencia de deteccion de anticuerpos en las dos muestras indica que 
el paciente es no-inmune, es decir es susceptible a la infection. Es 
de fundamental importancia la obtencion precoz del suero inicial 
debido a que los anticuerpos pueden aumentar tempranamente en 
algunas infecciones y el aumento de 4 o mas veces en el titulo, que 
es necesario demostrar para determinar la seroconversion, puede 
no llegar a ser detectado si el suero de periodo agudo se obtiene 
tardlamente. Por ello es importante conocer la fecha de comienzo 
de la enfermedad. El diagnostico mediante conversion serologica 
tiene el inconveniente de requerir el tiernpo necesario para obtener 
la muestra del periodo de convalecencia, por lo cual solo permite 
un diagnostico retrospectivo, aunque su valor no es despreciable. 

3.3.2 IgM especifica 

La deteccion de IgM especifica permite realizar con certeza un 
diagnostico de infection reciente, con una sola muestra de suero 
obtenida en el periodo agudo de enfermedad o en la convalecen- 
cia temprana. En la mayoria de las infecciones vlricas, la IgM 
especifica aparece desde el 3er. dla de iniciada la enfermedad (en 
tltulos muy bajos); su titulo asciende luego rapidamente entre los 
10-20 dlas y suele persistir elevado hasta bien entrada la con- 
valecencia (Figura 9.1). Por ello, la presencia de IgM especifica 
es diagnostica de infection en curso. Su duration en circulation 
fluctua generalmente entre 1 y 2 meses, aunque es variable para 
cada infection viral. La busqueda de IgM especifica se emplea 
para diagnostico de numerosas enfermedades virales (rubeola, 
hepatitis A, B, mononucleosis infecciosa, citomegalovirosis, me- 
galoeritema por parvovirus humano B19, etc.) y es tambien el 
metodo de election para el diagnostico de infecciones congenitas 
(rubeola, citomegalovirus humano, B19, etc.). Dado que la IgM 
no atraviesa la placenta, su deteccion en la sangre del cordon 
indica fehacientemente una infection adquirida in iitero. El 
recien nacido normal posee bajos niveles de IgM en suero (11 ± 5 
mg / ml). Cuando supera estos niveles se sospecha una infection 
congenita, la cual se certifica mediante la busqueda de IgM espe- 
cifica antiviral. Por el contrario, la IgG del recien nacido refleja la 



Figura 9.4. Inmunofluorescencia indirecta para deteccion de 
anticuerpos anti-virus Junin en el suero de un paciente. Celulas 
BHK persistentemente infectadas con virus Junin, reaccionaron con 
anticuerpos especificos del paciente, lo que es evidenciado mediante 
la adicion de un suero (conteniendo anti-lgs humanas marcadas con 
fluoresceina). 


experiencia inmunologica de la madre, ya que la IgG atraviesa la 
placenta y permanece en la circulation del neonato durante varios 
meses, lo cual excluye la posibilidad de detectar una infection 
congenita por este procedimiento. 

3.4 Tecnicas para diagnostico serolOgico 

Las tecnicas clasicas de diagnostico serologico usadas en los co- 
mienzos de la Virologla inclulan las siguientes: neutralization, 
fijacion de complemento e inhibition de la hemaglutinacion; sin 
embargo, ya no son de uso habitual para diagnostico. Los procedi- 
mientos utilizados en la actualidad incluyen tecnicas de inmuno- 
marcacion tales como la IFI y ELISAs de diferente configuration 
(Figura 9.3). El Radioinmunoensayo, si bien es muy sensible, no 
se emplea en la actualidad para diagnostico debido al riesgo del 
uso de isotopos radiactivos. 

Inmunofluorescencia indirecta (IFI) 
para deteccion de anticuerpos 

La IFI es uno de los principales procedimientos de diagnostico se- 
rologico de muchas infecciones virales. El fundamento es la detec- 
cion de anticuerpos especificos antivirales (IgG o IgM o bien Igs 
totales) en el suero del paciente. Para deteccion de anticuerpos, la 
IF siempre es indirecta, ya que el fundamento del procedimiento 
consiste en hacer reaccionar los anticuerpos presentes en el sue- 
ro con antigenos virales expresados en celulas infectadas, fijadas 
sobre portaobjetos, y luego revelar esa union anticuerpo-antlgeno 
mediante un anticuerpo anti-Fc de las Igs humanas, conjugado con 
un fluorocromo (isotiocianato de fluoresceina, u otros). Para la rea- 
lization de la IFI se incuban diluciones del suero del paciente con 
celulas infectadas conteniendo los antigenos virales. Luego de 14 
hora de incubation a 37° C la preparation es lavada con solution 
salina isotonica para eliminar los anticuerpos que no reaccionaron 
con los antigenos. En un segundo paso, se anade un anticuerpo 
anti-lgs humanas conjugado con un fluorocromo. Si los anticuer- 
pos presentes en el suero reaccionan con los antigenos expresados 
en las celulas, seran detectados por anticuerpos anti-lgs humanas 
marcadas con el fluorocromo. Mediante el uso de anticuerpos con- 
jugados con fluoresceina y especificos para cada clase de Igs es 
posible identificar individualmente cada una de ellas (IgM, IgG, 
IgA) o bien Igs totales. La reaction se lee al microscopio de luz ul- 
travioleta y el operador debe ser experimentado. Las celulas infec- 
tadas y fijadas con acetona que se emplean como sustrato pueden 
conservarse en el laboratorio durante meses a -20°C y durante anos 
a -70°C / -86°C (Figura 9.4). 
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Inmunofluoresceneia indirecta (IFI) 
para deteccion de IgM 

Cuando se emplea la metodologia mencionada en el parrafo ante- 
rior pero se utiliza un anticuerpo anti-IgM humana, marcado con 
fluoresceina, se podra detectar dicho isotipo de Ig especifica anti- 
viral. 

Un inconveniente con este metodo es la necesidad de descartar 
la presencia en el suero del paciente de factores reumatoideos (FR) 
o de altos tltulos de IgG especifica, ya que ambos contribuyen a 
obtener resultados falsos. 

Los FR son anticuerpos IgM anti-IgG humana (que pueden 
estar presentes en el suero de pacientes con enfermedades reu- 
maticas) e interfieren con la deteccion de IgM especifica antiviral 
dando un falso resultado positivo (Figura 9.5). Por ello, cuando en 
la busqueda de IgM especifica se obtiene un resultado positivo, es 
necesario repetir la reaccion, previo tratamiento del suero para eli- 
minar los FR. Este tratamiento se puede realizar con Igs agregadas 
o con proteina A del Staphylococcus aureus , que posee capacidad 
de adsorber IgG. Si el resultado se reitera como positivo luego del 
tratamiento, se puede afirmar con certeza que se esta en presencia 
de IgM especifica contra el virus en estudio. Los altos tltulos de 
IgG antiviral pueden dar un falso resultado negativo al competir 
con la IgM presente en el suero, por el antfgeno viral ofrecido en 
la reaccion. 

Para solucionar este problema, los sueros deben tratarse para 
separar la IgG de la IgM por ultracentifugacion en gradientes de 
densidad de sacarosa, cromatografia o la fijacion de la IgG a latex 
o a la proteina A del Staphylococcus aureus , cepa Cowan tipo A. 
Despues de haberse tratado los sueros para eliminar la IgG, puede 
detectarse la IgM por cualquiera de las tecnicas habituales. An- 
tiguamente, se empleaba el tratamiento de los sueros con 2-mer- 
capto-etanol (que degrada la IgM) para demostrar variaciones en 
el tltulo de anticuerpos antes y despues del tratamiento. Este pro- 
cedimiento file reemplazado por otros mas eficaces descriptos mas 
arriba. 

Enzimoinmunoensayos (ELISA) 

El fundamento la tecnica es similar al de la IFI pero en este caso los 
anticuerpos se encuentran marcados con una enzima (Figura 9.3). 
Los ensayos de ELISA pueden emplearse para detectar IgG, IgM o 
Igs totales. Pueden ser realizados mediante procedimientos manua- 
les o automatizados. En la actualidad existen numerosos equipos 
comerciales totalmente automatizados que permiten la realization 


de la mayorfa de las pruebas serologicas para virus ( vease el Ca- 
pitulo 10). 

Para deteccion de anticuerpos antivirales (IgG o Igs totales) 
el antigeno viral se encuentra pegado a una fase solida; luego se 
anade el suero problema y posteriormente anticuerpos anti-Igs hu- 
manas marcados con una enzima (peroxidasa, o fosfatasa alcalina). 
A continuation se anade el sustrato de la enzima y se desarrollara 
color, el que podra observarse visualmente o preferentemente con 
un colorfmetro. 

Para deteccion de IgM especifica se emplea un ELISA de captu- 
re en fase solida en el cual se adsorben sobre esta (policubeta, tubo 
o perla) los anticuerpos especificos anti-cadena p; luego, se anade 
el suero en estudio y toda la IgM presente sera adsorbida. Posterior- 
mente, se agrega el antigeno viral, que se unira a la IgM especifica. 
La presencia o ausencia del antigeno unido se revela mediante la 
marcacion enzimatica del mismo o de un anticuerpo anti-antigeno. 

La deteccion de IgM especifica se usa habitualmente para diag- 
nostic de infeccion reciente por rubeola, citomegalovirus huma- 
no, virus hepatitis A, virus Epstein-Barr, etc. 

Aglutinacion de particulas 

Es una tecnica manual que consiste en enfrentar particulas (de latex, 
gelatina o globulos rojos) que contienen el antigeno viral adsorbido, 
con el suero del paciente (suero problema). Si existen anticuerpos es- 
pecificos para el antigeno se producira una reaccion de aglutinacion 
visible a la observation ocular. Esta tecnica se emplea para diagnos- 
tic serologic de las infecciones producidas por HIV, HTLV, etc. 

Tambien puede utilizarse para la deteccion de antigenos virales 
(metodo directo), mediante la adsorcion de anticuerpos especificos 
a la superficie de la particula. Un ejemplo de esta ultima aplicacion, 
es la deteccion de rotavirus a partir de muestras provenientes de 
heces para el diagnostic etiologico de gastroenteritis. 

Fijacion del complemento (FC) 

La FC fire la tecnica mas antigua empleada en serologia, no reque- 
ria equipamiento especial y la lecture era visual. La FC permitia 
detectar anticuerpos contra antigenos internos del virus (grupo- 
especificos). Dado que detectaba solamente anticuerpos contra 
antigenos de grupo o familia (grupo-especificos) no permitia dis- 
criminar entre diferentes serotipos. 

Los anticuerpos fijadores de complemento se detectaban tar- 
diamente luego de la infeccion, sus tltulos eran en general bajos, y 
solian desaparecer entre los 4-6 meses post-infection. 
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Figura 9.5. Esquema de la interferencia en la deteccion de IgM especifica antiviral por exceso de IgG (A) o por presencia del factor 
reumatoideo (B). 
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Titulo de Anticuerpos 

Resultado 

Paciente 

Suero de fase aguda 

Suero de fase de convalecencia 

[+] 32 

[+] 32 

Infection previa 

Inmune 

H < 8 

[■] < 8 

Ausencia de infection 

Susceptible 

H < 8 

[+] > 32 

Conversion serologica 

Infection reciente 


Tabla 9.6. Diagnostico etiologico basado en la conversion serologica. El suero de la fase aguda debe obtenerse al comienzo de los 
sintomas y el de convalecencia a los 14-21 dlas del inicio de los mismos. Las muestras deberan procesarse simultaneamente. 


Dada la baja sensibilidad del metodo, su realizacion com- 
pleja y la restringida duration de los anticuerpos fijadores 
de complemento, esta tecnica no se utiliza en la actualidad, 
habiendo sido reemplazada por otras como la IFI o diversos 
ELISAs. 


) Corpus 
Editorial 


Neutralization (Tabla 9.9) 

El fundamento de esta tecnica se basa en poner en evidencia la 
capacidad neutralizante de los anticuerpos presentes en el suero 
del paciente sobre cepas virales patron (prototipo). Los anticuerpos 
neutralizantes estan dirigidos contra antigenos de superficie de los 
virus (glicoproteinas de envoltura, o antigenos de la capside) y son 
protectores. Estos anticuerpos son tipo-especificos (a diferencia de 
los detectados por FC), por lo que permiten determinar el seroti- 
po viral causante de la enfermedad. Los anticuerpos neutralizantes 
persisten muchos anos en circulation y, frecuentemente son detec- 
tables de por vida. 

Los inconvenientes de esta tecnica son: su complejidad, el 
requerimiento de virus que puedan propagarse en cultivos celu- 
lares o animales; paneles de antisueros especificos y condiciones 
de bioseguridad. Sin embargo, esta tecnica es de gran valor en 
estudios epidemiologicos, y resulta indispensable para determi- 
nar la presencia de anticuerpos protectores inducidos mediante 
vacunas. 

Para detectar anticuerpos por neutralization se mezcla una can- 
tidad conocida (100 DICT 50 ) de virus (cepa patron) con diferentes 
diluciones del suero del paciente y, luego de 1 hora de incubation 
a 37° C para facilitar la neutralization, se inocula la mezcla en cul- 
tivos celulares o en animales de experimentation. Los cultivos se 
emplean para la mayorfa de los vims, mientras que la inoculation 
en ratones se ernplea para Coxsackie A, arbovirus y virus Junm. 
Los cultivos y los animales infectados deberan conservarse varios 
dfas o semanas hasta la aparicion de la ACP en cultivos o de en- 
fermedad y/o muerte en los ratones. El resultado se registra y se 
evalua por metodos matematicos, siendo el mas usado el de Reed y 
Miiench (vea.se el Capi'tulo 3). 


Inhibition de la hemaglutinacion (IHA) 

Los anticuerpos IHA se producen como respuesta a la infection con 
vims que presentan en su envoltura hemaglutininas (orthomyxovi- 
rus, paramyxovirus, togavims). Los anticuerpos IHA son tipo-es- 
peclficos, aparecen tempranamente luego de la infection y persis- 
ten por varios anos. Son de facil detection ya que no son necesarios 
cultivos celulares. Los anticuerpos IHA se utilizaban en el pasado 
para diagnostico de rubeola y de sarampion. Tambien se utilizan 
para influenza, parainfluenza, parotiditis, adenovims y algunos en- 
terovirus. 

Para realizar esta tecnica se efectuan diluciones del suero del 
paciente, las que se mezclan con una cantidad conocida de virus. 
Luego de la incubation, se anaden globulos rojos (de cobayo, 
polio, etc.) y se observa la IHA, la que se producira solamente 
si en el suero del paciente hay anticuerpos especificos para el 
virus que se esta ensayando. La observation es visual, requiere 
un equipo mlnirno, y es de facil realizacion. Dado que en el sue- 
ro suelen existir inhibidores inespeclficos de la hemaglutinacion, 
estos deben ser removidos antes de realizar la reaction ( vease el 
Capitulo 3). 


3.5 Tecnicas confirmatorias o suplementarias: 

Western Blot e Inmunoblot 

Western Blot (Figura 9.6) 

Esta tecnica se emplea habitualmente como pmeba confirmatoria o 
suplementaria para documentar la presencia de anticuerpos para HIV 
en el suero de pacientes con serologfa positiva determinada por tec- 
nicas de tamizaje (ELISA u otras). 

La tecnica se inicia con la obtencion de un tftulo elevado de vims 
en cultivo celular, luego se disrumpen las partfculas con detergen- 
tes y se realiza el fraccionamiento electroforetico de las protemas 
virales en geles de poliacrilamida. Las bandas asf formadas se trans- 
fieren a filtros de nitrocelulosa o de nylon mediante la aplicacion 
de corriente electrica. Las bandas de protemas virales transferidas 
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Figura 9.6. Western blot para detection de anticuerpos anti-HIV 
en el suero de pacientes (calles N Q 1-3). Calle 1: resultado nega- 
tivo; calle 2: resultado indeterminado (se observa una unica banda 
que reacciona contra la protelna pi 7 viral); calle 3: resultado positi- 
vo; calle (-): control negativo; calle (+): control positivo. Se requiere 
la presencia de al menos dos de las bandas correspondientes a los 
antigenos p24, gp41 y/o gpl 20 / gpl 60 reconocidos por los anticuer- 
pos presentes en el suero del paciente, para que un Western blot se 
informe como positivo. Otras bandas (indicadas del lado izquierdo de 
la figura) no son utilizadas. 
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Tipo de Cultivo 

Virus 

Primario 

Rinon de mono 

Rinon de conejo 

Rinon de embrion humano 

Fibroblastos de prepucio de recien nacido 

- Influenza, parainfluenza, enterovirus 

- Herpes simplex 
-Adenovirus, enterovirus 

- Citomegalovirus humano 

Diploide 

Pulmon humano fetal: MRC-5 
(Fibroblastos) 

- Citomegalovirus humano, varicela-zoster, 
herpes simplex, rhinovirus, enterovirus, 
adenovirus, sincicial respiratorio 

Continuo 

Carcinoma de laringe: Hep-2 

Rinon de perro: MDCK 

Carcinoma de pulmon: A- 549 

Rinon de primate LLC-MK2 

- Sincicial respiratorio, adenovirus, herpes 
simplex; enterovirus 

- Influenza 

-Adenovirus, herpes simplex, enterovirus 

- Parainfluenza 


Tabla 9.7. Algunos cultivos celulares de uso frecuente y ejemplos de virus que pueden detectarse en ellos. 


al filtro conservan la misma posicion que tenlan en los geles. Para 
realizar la reaccion se incuban estos filtros con el suero del paciente 
(que podra o no contener anticuerpos especlficos). Si en el suero del 
paciente existen dichos anticuerpos especlficos para epitopes de las 
protelnas virales fijadas en el filtro, aquellos se fijaran a las mismas. 
Luego, con un antisuero dirigido contra las Igs humanas (conjugado 
con peroxidasa) podra evidenciarse la reaccion en forma de bandas 
coloreadas mediante un sistema detector-sustrato de la enzima, por 
ejemplo diaminobenzidina ( vease el Capitulo 22.4, Diagnostico de 
HIV). 

Inmunoblot: LIA y RIBA (Figura 9.7) 

Estas tecnicas se emplean para confirmacion del diagnostico 
serologico de hepatitis C obtenido previamente por pruebas de 
tamizaje como la de ELISA. Ambas tecnicas (LIA y RIBA) em- 
plean proteinas virales fijadas sobre tiras de nitrocelulosa. Adife- 
rencia del Western blot, las mismas no son fraccionadas mediante 
electroforesis, sino que son individualmente dispensadas en la 
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Figura 9.7. RIBA (de segunda generacion) para detectar anti- 
cuerpos anti-virus hepatitis C en el suero de un paciente. En 

este inmunoblot las bandas corresponden al reconocimiento de los 
antigenos correspondientes a proteinas no estructurales (5-1-1, 
cl 00-3 y c33c) y estructurales (c22) del virus hepatitis C por los an- 
ticuerpos del paciente. En el RIBAde tercera generacion se incluye 
ademas el antigeno viral no estructural (NS) 5. La inclusion del an- 
tigeno de la superoxido dismutasa (SOD) en la tira permite discernir 
si la reactividad observable en las pruebas de tamizaje que emplean 
dicha molecula en las proteinas de fusion (recombinantes) es atri- 
buible a la respuesta inmune contra la proteina viral recombinante 
o al componente SOD de la misma. La reactividad de la reaccion 
se determina mediante la comparacion con una banda tenue y con 
otra de mayor intensidad que contienen IgG (controles positivos I y 
II, respectivamente) y la ausencia de banda con la SOD. Los sueros 
que reaccionan frente a dos o mas antigenos virales se informan 
como reactivos (positivos). 


tira de nitrocelulosa. Lo que varfa es el origen de estas proteinas: 
mientras que en el RIBA (recombinant immuno blotting assay) 
las proteinas virales corresponden a un origen recombinante y a 
peptidos sinteticos, en el LIA ( linear immune assay) son mayo- 
ritariamente peptidos de origen sintetico, e incluye ademas una 
proteina recombinante. Las tiras de nitrocelulosa conteniendo 
los antigenos virales se incuban con el suero del paciente (sue- 
ro problema). Si los anticuerpos estan presentes se fijaran a los 
antigenos. Esta union se revelara con un suero anti-Igs humanas 
marcado con una enzima (peroxidasa o fosfatasa alcalina para 
RIBA y LIA, respectivamente). Luego se anade el sustrato para 
las respectivas enzimas y la reaccion se observa visualmente 
como bandas coloreadas. La utilizacion e interpretacion de las 
tecnicas de RIBA y LIA (criterios de positividad) se describen en 
los capitulos 24.5 y 41. 

4. Metodos directos clasicos: aislamiento viral 

4. 1 Fundamento y aplicaciones 

Los virus son parasitos geneticos intracelulares obligados y por 
ello requieren celulas vivas para su replicacion, las que pueden 
obtenerse de huevos embrionados, animales o de cultivos celula- 
res in vitro. Los huevos y los animales (ratones y cobayos) fueron 
empleados en los comienzos de la Virologia, cuando los cultivos 
celulares no habian sido aun descubiertos. En 1940, Enders, We- 
ller y Robins lograron la replicacion de poliovirus en cultivos 
celulares de primates, derivados de tejidos extraneurales. Este 
hallazgo revoluciono los procedimientos para aislamiento de 
virus e inicid la era moderna en Virologia. 

Actualmente, existen numerosos cultivos celulares aptos para 
el diagnostico, investigation, production de reactivos y de vacunas 
virales. La obtencion y multiplication de los cultivos celulares se 
detallan en el Capitulo 3. En este capitulo analizaremos su aplica- 
cion al diagnostico. 

Aplicaciones: el aislamiento en cultivo es, para muchos virus, el 
estandar de oro ( Gold standard) o tecnica de referencia del diagnosti- 
co. Si bien el aislamiento ha sido gradualmente reemplazado por tecni- 
cas inmunohistoquimicas y moleculares que permiten un diagnostico 
rapido, el aislamiento en cultivo presenta las siguientes ventajas: 

a) Es una tecnica muy sensible dado que un solo virus viable pue- 
de ser suficiente para iniciar la infection de un cultivo. 

b) Permite recuperar multiples virus diferentes, aunque su pre- 
sencia no se sospeche en la muestra remitida. Por el contrario, las 
tecnicas inmunohistoquimicas o moleculares detectan solo el virus 
reconocido por los reactivos utilizados en el ensayo. 
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c) Permite obtener la cepa viral, la cual podra ser estudiada en 
profimdidad si fuera necesario mediante tecnicas de tipificacion, 
moleculares, sensibilidad a antivirales, etc. 

d) El aislamiento de un virus en cultivo provee evidencia irre- 
futable de que el paciente esta infectado con ese virus. 

Tiempo requerido para el aislamiento: El tiempo requerido 
para un resultado varfa ampliamente dependiendo del tiempo de 
replicacion y de la produccion de la accion citopatogenica (ACP). 
Por ejemplo, la correspondiente al herpes simplex requiere 1-3 
dlas; mientras que la del citomegalovirus humano puede necesitar 
3-4 semanas en cultivos convencionales. 

4.2. Aislamiento en cultivos celulares 
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4.2.1 Tipos de cultivos (Tabla 9.7) 

Existen tres tipos basicos de cultivos celulares: cultivos primarios, 
que se obtienen de tejidos animales o humanos y pueden ser sub- 
cultivados solo durante un bajo numero de pasajes; cultivos diploi- 
des, que derivan de tejidos humanos (fetales o de recien nacido) 
y que pueden ser subcultivados 20 a 50 veces, muriendo poste- 
riormente; y lineas continuas, que se establecen a partir de tejidos 
tumorales o normales de humanos o animales, luego de sufrir una 
transformation espontanea. Estas lineas celulares continuas tienen 
un cariotipo heteroploide y pueden ser subcultivadas un numero 
infinito de veces, por lo cual se las considera inmortalizadas. 

Los diversos cultivos poseen diferente susceptibilidad a los vi- 
rus. Si un virus es inoculado en un cultivo no susceptible (celulas sin 
receptores para dicho virus, y -por ende- no permisivas) no podra 
replicar y se obtendra un resultado falsamente negativo. Por lo tan- 
to, es indispensable que el medico informe al equipo del laboratorio 
acerca del vims que sospecha. Esto permite seleccionar los cultivos 
mas adecuados al vims que se postula como causante de la patologla 
y los procedimientos de deteccion mas apropiados. 


4.2.2 Inoculation en cultivo para aislamiento viral 

Es necesario recordar que las muestras para aislamiento deben obte- 
nerse en los primeros dfas de enfermedad y enviarse inmediatamen- 
te, refrigeradas en hielo para evitar la inactivation termica del vims. 
En el laboratorio, se seleccionaran los cultivos permisivos al vims 
a detectar y el primer paso consiste en la descontaminacion de la 
muestra. Este paso es fundamental ya que la flora bacteriana y fungi- 
ca presente en algunas muestras (orina, materia fecal o secreciones) 
contaminana los cultivos haciendo imposible la visualization de la 
accion citopatogenica (ACP) viral. La descontaminacion se realiza 
por tratamiento con antibioticos en alta concentration, o por filtra- 
tion o centrifugation a alta velocidad, colectando el sobrenadante. 
Luego, la muestra se inoculara en tubos conteniendo monocapas de 
celulas permisivas para el vims que se intenta aislar. El proceso co- 
mienza con el descarte del medio de cultivo que nutre a las celulas; 
subsiguientemente, se inoculan 0,2-0, 3 ml de muestra decontamina- 
da y diluida en medio de cultivo con antibioticos y antimicoticos y 
los tubos se incuban 37° C 1 hora para permitir la adsorcion del vims 
a las celulas; a continuation se anade medio de cultivo fresco y los 
tubos inoculados se incuban en estufa, a 37° C (en caso de vims res- 
piratorios a 33° C) durante dlas o semanas. Siempre deben incluirse 
controles de celulas inoculadas solo con medio de cultivo, las que 
serviran como control negativo en la observation de la ACP. 

Para mantener la viabilidad de las celulas, el medio de cultivo 
debe cambiarse cada 2-3 dias. Todos estos procesos se realizan en 
flujos laminares de seguridad biologica y por personal entrenado. 
Los cultivos se observan cada 2-3 dlas al microscopio invertido 
para la visualization de la ACP. 


4.3 Aislamiento en animales y huevos embrionados 


Los animales de experimentation fueron empleados en los co- 
mienzos de la Virologfa, antes del desarrollo de los cultivos ce- 
lulares, para aislamiento de virus y para estudios de patogenia. La 


inoculacion de vims en animales puede producir enfermedad y/o 
muerte. Los animales mas utilizados fueron ratas, ratones, conejos 
y primates. Sin embargo, debido al alto costo del mantenimiento 
de los animales, a la complejidad de las instalaciones necesarias 
(bioterios), al riesgo de manipulation de animales infectados y a la 
probable presencia de infecciones virales latentes en los mismos, 
el uso de animales para aislamiento viral ha sido reemplazado por 
los cultivos celulares. Actualmente, solo se emplean ratones para 
aislamiento de algunos Coxsackie A, arbovirus y virus Junln, y 
mosquitos para aislamiento de algunos arbovirus (dengue). 

Sin embargo, los animales continuan siendo indispensables 
para investigation sobre patogenia e inmunidad de las enfermeda- 
des virales, para ensayos de vacunas, asi como para la preparation 
de antisueros con fines diagnosticos. 

Los virus pueden inocularse en distintas estructuras de huevos 
embrionados de pato o gallina (i ’ease el Captiulo 3), los que pre- 
sentan ventajas como su facil manipulation. Actualmente su uso 
esta restringido al aislamiento de influenza y a la produccion de 
vacunas para mixovirus y algunos paramixovirus (veanse los ca- 
pitulos 14 y 15). 

4.4 Identificacion de los virus aislados 

Los efectos de la replicacion de los virus en los cultivos pueden 
detectarse mediante visualization de la ACP, por hemaglutinacion, 
hemadsorcion, interferencia, neutralization, y por deteccion de an- 
tfgenos virales. 

Las caracterfsticas de la ACP, la hemadsorcion o la hemaglutinacion 
permiten obtener un diagnostico presuntivo. Para lograr un diagnos- 
tic de certeza del virus aislado es imprescindible realizar la identi- 
ficacion, la cual puede hacerse por diversas tecnicas (Tabla 9.8). Las 
de election consisten en la deteccion de antigenos virales en los cul- 
tivos infectados mediante inmunomarcacion (IF, IP, etc.) (Figs. 9.8 y 
9.10) debido a su simplicidad y rapidez, ya que en dos horas a partir 
de la deteccion de la ACP puede lograrse un diagnostico definitive. 

La identificacion del serotipo se suele realizar por neutraliza- 
tion o IHA, ya que estos procedimientos son tipo-especlficos. Asi 
por ejemplo, en el caso de poliovirus, la identificacion del seroti- 
po se realiza mediante neutralization, utilizandose tres antisueros, 
siendo esta una tecnica mas compleja y lenta (Tabla 9.9). 

Accion citopatogenica (ACP) 

Muchos virus producen cambios caracteristicos visibles en los 
cultivos a la observation con el microscopio optico que se de- 
nominan generica e indistintamente como efecto o accion ci- 
topatogenica (ECP o ACP, respectivamente), sin tincion previa 
alguna. Un ejemplo de ACP se observa en la Figura 9.8. La apari- 
cion de ACP se registra en planillas y su grado se evalua de acuerdo 
a la magnitud del dano a la monocapa celular. Por convention, se 
registra una + cuando la ACP afecta al 25% de la monocapa; ++ 
cuando afecta al 50%; +++ al 75% y +T++ al 100%. 

Es importante determinar el tiempo en que la ACP aparece y 
progresa, ya que esto permite ayudar a discriminar entre algunos 
virus. Por ejemplo, el virus herpes simplex replica rapidamente y 
produce ACP ++++ en pocos dlas. Por el contrario, el citomegalo- 
virus humano y varicela- zoster replican mas lentamente y su ACP 
es evidente luego de varios dlas y aun semanas. El tipo de cultivo 
celular en que los virus replican es importante para orientar al diag- 
nostico. Aunque la ACP puede ser similar para un grupo determi- 
nado de virus, la susceptibilidad de los cultivos a diferentes virus 
dentro de un grupo puede variar. 

Ademas, es necesario diferenciar la ACP del efecto toxico de 
algunas muestras o de la contamination con bacterias u hongos. En 
estos casos, debera realizarse ya sea un subcultivo viral en nuevas 
celulas, lo que permitira amplificar la poblacion viral y diluir el 
efecto toxico, o un tratamiento con antibioticos. 

La interpretation de la ACP es compleja y debe ser realizada 
por un observador experimentado, quien teniendo en cuenta el 
tipo de muestra, el cuadro cllnico, el tiempo de aparicion de la 
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Muestra ch'nica 

I 

Envio en medio de transporte a 4® C 

I 

Inoculacion en 

l 

Ratones 

4 

paralisis, muerte 


Cultivos celulares 

4 

ACP 


Huevos embrionados 

4 

pocks, deteccion del virus en fluidos 


4 


4 


4 


despegar la monocapa por raspado obtener membranas, 
o congelacion y descongelacion preparar suspensiones 

4 

IDENTIFICACION 


obtener tejidos, 
preparar suspensiones 


IF FC HA Had Neutralizacion Inhibicion de HA Inhibicion de Had 

Tabla 9.8. Aislamiento e identificacion viral: Diferentes tecnicas que pueden emplearse. IF: inmunofluorescencia; FC: fijacion del 
complemento; HA: hemaglutinacion; Had: hemadsorcion. 



Figura 9.8. Accion citopatica (ACP) de virus Junin en celulas Vero. 

Izq.: celulas no infectadas. Der.: foco inicial de ACP. 


ACP, su morfologfa y las celulas en las cuales replied el virus 
podra realizar un diagnostico presuntivo. 

Hemadsorcion (Had) 

Algunos virus (influenza, parainfluenza) no siempre producen 
una clara ACP en los cultivos infectados, pero debido a que 
tienen hemaglutininas en las espfculas de su envoltura, pue- 
den aglutinar eritrocitos de diversas especies in vitro. Las he- 
maglutininas virales tambien se expresan en la membrana de 
las celulas infectadas, por lo cual si se anade una suspension 
de globulos rojos de cobayo a una monocapa infectada por un 
mixovirus o paramixovirus (con excepcion del virus sincicial 
respiratorio) se producira la adsorcion de los globulos a las ce- 
lulas. Este fenomeno se denomina hemadsorcion (Figura 9.9) y 
fue explicado en el Capitulo 3. Cuando un cultivo exhibe Had 
positiva se debera subcultivar en otros tubos con nuevas celulas 
para confirmar el aislamiento y se identificara el virus aislado 
mediante IF u otras tecnicas. 



Figura 9.9. Reaccion de hemadsorcion. Celulas LLC- MK2 infec- 
tadas con virus parainfluenza 3. En la observacion directa al mi- 
croscopio invertido se visualiza la adsorcion de los globulos rojos 
de cobayo a las celulas infectadas que expresan hemaglutininas 
virales en su membrana. 


Hemaglutinacion (HA) 

El lfquido sobrenadante de los cultivos o el lfquido ammiotico o 
alantoideo de huevos embrionados infectados con mixovirus y 
paramixovirus contiene hemaglutininas virales que pueden de- 
mostrarse por reaccion de HA con globulos rojos (en general, de 
cobayo). El principio de la reaccion es el mismo que el de la Had, 
pero aquf se demuestra la presencia de hemaglutininas en el so- 
brenadante de los cultivos. 

Neutralizacion 

Para identificar un virus por neutralizacion, se realizan dilucio- 
nes del virus a neutralizar, las que se mezclan con anticuerpos 
especificos para el virus que se sospecha. Las mezclas se incu- 
ban (37°C durante 60 a 90 min.) para permitir la neutralizacion 
del virus por los anticuerpos y, luego, se inoculan en cultivos 
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Ejemplo: A partir de una muestra de materia fecal se aislo en cultivo un virus que produjo una ACP rapida. 

Se establece el diagnostico presuntivo de infeccion por enterovirus. 

Pasos para la IDENTIFICACION por neutralizacion del virus aisiado: 

1- Recuperarel virus del medio de cultivo y/o de las celulas. 

2- Mezclar allcuotas del virus con anticuerpos especificos anti-virus polio (1, 2 y 3), anti-virus ECHO y anti-virus 
Coxsackie; e incubar 1 hora a 37 °C 

3- Inocular en nuevos cultivos celulares. 

4- Si el virus aisiado es polio, sera neutralizado por el suero anti-polio polivalente y los cultivos infectados con esa 
mezcla no desarrollaran ACP. 

Por el contrario, los cultivos inoculados con las mezclas: virus + suero anti-ECHO, y con virus + suero anti-Coxsackie 
desarrollaran ACP. 

RESULTADO: EL VIRUS AISLADO ES POLIOVIRUS 

Pasos para la IDENTIFICACION SEROTIPICADE LACEPADE POLIOVIRUS 


5- Incubar alicuotas del virus con sueros anti-polio 1, anti-polio 2 o anti-polio 3 e incubar 1 hora a 37° C. 

6- Inocular nuevos cultivos con cada una de las tres mezclas 

7- Observar la aparicion de ACP. 


Cultivos Incoculados con 

ACP 

Resultado Final 

Virus + suero anti-polio 1 

No 

El virus aisiado es polio 1 

Virus + suero anti-polio 2 

Si 


Virus + suero anti-polio 3 

Si 


Virus sin anticuerpos anti-polio 

Si 


Controles no infectados 

No 



Tabla 9.9. Neutralizacion para identificacion de un virus aisiado de una muestra clinica. 
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celulares (o en animales de experimentacion) y se espera la 
aparicion de ACP (en los cultivos) o de enfermedad y/o muerte 
(en los animales). Si el virus presente fue neutralizado por los 
anticuerpos utilizados, los cultivos inoculados no desarrollaran 
ACP y los animales no enfermaran ni moriran. Por el contrario, 
si los cultivos exhiben ACP o los animales enferman y/o mue- 
ren ello indica que los antisueros empleados no corresponden al 
virus en cuestion, ya que no fueron capaces de neutralizarlo. En 
este caso, deberan ensayarse nuevas neutralizaciones con otros 
antisueros diferentes (Tabla 9.9). 


Interferencia 

Algunos virus no producen una ACP clara pero puede detectarse 
su presencia por su capacidad de inhibir la propagacion de un 
segundo virus inoculado en el cultivo. Este procedimiento se uti- 
lizo durante mucho tiempo para la deteccion de virus rubeola y se 
conoce como "metodo de interferencia". 

Para realizarlo, se inocula el virus rubeola en cultivos de rinon 
de primate y luego de 10 dlas se inocula un segundo virus (ECHO 
1 1) en los mismos tubos y en tubos controles. Luego de 48 horas en 
los cultivos infectados con rubeola, debido al fenomeno de inter- 
ferencia, no habra desarrollo de ACP por el virus ECHO, mientras 
que en los tubos controles se observara la ACP tipica de este. 

4.5 Aislamiento por cultivo rapido (Shell vial) 


Una de las desventajas del aislamiento en cultivos convencionales es 
el tiempo de espera del resultado, ya que este depende de la aparicion 
de la ACP, que puede demorar semanas o dfas, dependiendo del vi- 
rus. Para solucionar este inconveniente se desarrollo un metodo 
de cultivo rapido en viales (shell vial). El fundamento del proce- 
dimiento es combinar el aislamiento en cultivo con la deteccion 
de antigenos. Su aplicacion al diagnostico signified un avance sin 
precedentes en el aislamiento viral ya que permite un resultado de 
certeza a las 24 o 48 horas de inoculada la muestra. Inicialmente 
desarrollado para citomegalovirus humano, actualmente se utiliza 
tambien para herpes simplex, varicela-zoster y virus respiratorios. 


El metodo consiste en inocular la muestra decontaminada sobre 
dos monocapas celulares crecidas en cubreobjetos que se ubican en 
el fondo de dos tubos de cultivo. La muestra se centrifuga a baja 
velocidad (700 x g) durante 45 min. para acelerar la adsorcion del 
virus a las celulas. Luego, se afiade medio de cultivo y se incuba a 
37° C. A las 24 y a las 48 h. se retiran los cubreobjetos y se realiza 
una tincion por IF con anticuerpos monoclonales contra el / los antf- 
genos virales que se quieren detectar. Para citomegalovirus humano, 
se usan monoclonales contra un antigeno temprano marcados con un 
colorante fluorescente y la presencia de inclusiones en el nucleo ce- 
lular se observa al microscopio de luz ultravioleta. La sensibilidad es 
similar a la del cultivo convencional, pero la ventaja es la obtencion 
del resultado en forma rapida. 

4.6 Mezclas de line as celulares 

En la busqueda de nuevos procedimientos de aislamiento mas ra- 
pidos, eficientes y que pennitan la replication de numerosos virus, 
se han desarrollado recientemente mezclas de lfneas celulares. A 
tltulo de ejemplo podemos mencionar a las E Mix Ay E Mix B 
(Diagnostic Hybrids, EE. UU.). Las E Mix A (RD + NCI-H292), 
contienen celulas de rabdomiosarcoma humano mas celulas de car- 
cinoma epidermoide de pulmon. Las E Mix B (BGMK + A 549) 
contienen celulas de rinon de mono mas celulas de carcinoma de 
pulmon humano. Estas mezclas de celulas se emplean para diag- 
nostico de enterovirus. Asimismo, las denominadas R Mix, que 
contienen A 459 mas celulas de pulmon de vison se utilizan para 
diagnostico de vims respiratorios, en especial para virus sincicial 
respiratorio e influenza. 

4.7 Line as modificadas geneticamente 

El desarrollo reciente de llneas modificadas geneticamente permi- 
te detectar vims en forma rapida. Un ejemplo lo constituyen las ll- 
neas desarrolladas para deteccion de herpes simplex, denominadas 
ELVIS (Diagnostic Hybrids, EE. UU.). La linea deriva de rinon de 
hamster en la cual se ha insertado el gen de la beta galactosidasa de 
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Figura 9.10. A) Inmunofluorescencia directa e indirecta. B) Tecnicas de inmunomarcacion para deteccion de antigenos virales. 


Escherichia coli, bajo el control de un promotor del gen UL 39 de 
herpes. Este promotor se activara solo si interactua con las protelnas 
ICPO y VP16 del herpes simplex. Si la muestra inoculada contiene 
virus herpes, esas protelnas activaran el promotor y produciran beta 
galactosidasa, que puede ser detectada facilmente con una tincion 
histoqulmica a las 18-24 hrs de cultivo. La sensibilidad de este pro- 
cedimiento es similar a la del aislamiento en cultivo convencional 
con la ventaja de su rapidez y la facilidad de su deteccion. 

Otras celulas modificadas geneticamente estan siendo desarro- 
lladas para deteccion de otros virus, aunque su elevado costo y la 
ausencia de proveedores de celulas frescas en Argentina hacen que 
su uso sea dificil en nuestro medio. 

4.8 CuANTIFICACldN DE VIRUS 

Cuando es necesario cuantificar la cantidad de virus infeccioso 
presente en una muestra se utilizan metodos de titulacion corno la 


determination de la DICT 50 (dosis que infecta el 50% de los culti- 
vos celulares o titulacion "de punto final") o el recuento de viriones 
mediante plaqueo bajo agarosa o metilcelulosa. Estos procedimien- 
tos se emplean en investigation y no son de uso habitual para el 
diagnostico, pero si son necesarios para la titulacion de las semillas 
virales que se emplean, por ejemplo en las reacciones de neutraliza- 
tion ( vease el Capitulo 3). Sin embargo, resultan indispensables en 
los estudios de patogenia viral y para cuantificar los virus presentes 
en las vacunas. 

5. Deteccion de anti'cenos virales 

5. 1 Fundamentos y apucaciones 

Estas tecnicas se basan en la deteccion de antigenos virales pre- 
sentes en las muestras clinicas y son muy empleadas debido a su 
elevada sensibilidad, especificidad y rapidez. Comparadas con 
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Inmunofluorescencia (IF) 

Sincicial respiratorio 

Influenza pandemica A (HI N1 ) 

Parainfluenza 

Adenovirus 

Sarampion 

Metapneumovirus 

Herpes simplex 

Varicela-zoster 

Citomegalovirus humano 

Rabia 

Enzimoinmunoensayos (ELISA) 

HBs Ag, rotavirus, adenovirus, virus respiratorios 


Tabla 9.10. Ejemplos de algunas aplicaciones de procedimientos rapidos para deteccion de antigenos virales. 


otras tecnicas utilizadas por la metodologla directa de diagnostico, 
presentan la enorme ventaja de proveer resultados al cabo de pocas 
horas de obtenida la muestra y, como no requieren de virus viable, 
cuando el transporte de la muestra se demora, su sensibilidad se 
afecta en menor medida que para el aislamiento en cultivo. Las 
tecnicas mas utilizadas son la inmunofluorescencia (IF), inmuno- 
peroxidasa (IP) y los enzimoinmunoensayos (EIE o su designation 
habitual en ingles EIA 6 ELISA (Figura 9.10). 

La IF es la tecnica de election para diagnostico rapido y directo 
en muestras que contengan gran cantidad de celulas infectadas. Por 
ejemplo, para diagnostico de virus respiratorios en muestras respi- 
ratorias; para rabia en improntas de cerebro del perro sospechoso 6 
sobre celulas obtenidas por raspado de mucosa bucal en el hombre; 
para adenovirus o herpes simplex en muestras oculares; para cito- 
megalovirus humano (antigenemia pp 65) en leucocitos de sangre 
periferica, entre muchas otras aplicaciones (Tabla 9.10). 

Cuando el numero de muestras a procesar en el laboratorio es 
elevado, las tecnicas de election son los EIAs 6 ELISAs, dado que 
se dispone de equipos automatizados que facilitan su realization. 
Por ejemplo, la deteccion del antigeno de superficie del virus hepa- 
titis B (HBs Ag) se realiza por EIE automatizados. 

5.2 Inmunofluorescencia directa (IFD) e indirecta (IFI) para 

DETECCldN DE ANTIGENOS VIRALES 

La IF es una de las principales tecnicas para el diagnostico ra- 
pido durante el periodo agudo. Puede usarse en muchas muestras 
cllnicas con la condition que contengan celulas infectadas, ya que 
el fundamento de la tecnica es la observation de los antigenos vi- 
rales presentes en el citoplasma, nucleo o en la membrana celular, 
al microscopio de luz ultravioleta. Estos antigenos virales se detec- 
tan por medio de tincion con anticuerpos especificos conjugados 
con un colorante fluorescente (isotiocianato de fluorescecina). Este 
colorante, al ser excitado por luz de corta longitud de onda (luz ul- 
travioleta) ernite luz de onda mas larga (color verde manzana). Por 
ello, los antigenos a los cuales se unen los anticuerpos conjugados 
se observaran con un color verde manzana sobre un fondo negro 
(Figuras 9.11 y 9.12). 

Existen distintos tipos de microscopios de inmunofluorescencia; el 
mas empleado es el que utiliza luz incidente (epi-iluminacion). La luz 
ultravioleta puede provenir de una fuente de halogeno o de mercurio. 

Los anticuerpos pueden ser policlonales o monoclonales. Los 
monoclonales son los mas empleados en la actualidad, ya que su 
uso permitio mejorar significativamente la tecnica al disminuir la 
fluorescencia inespecifica, lograndose una exquisita sensibilidad 
de deteccion de antigenos vlricos. 

En la IFD, las celulas de las muestras (respiratorias, mucocuta- 
neas, orina, improntas o cortes de organos) se colocan en portaobjetos, 
se fijan con acetona fria durante 10 minutos y se incuban (30 minutos a 
37° C) con antisueros especificos para el o los virus, que se sospechan 
como agentes causales. Luego, se lavan los portaobjetos con solution 
salina para eliminar los anticuerpos no fijados a la muestra, y se obser- 
van al microscopio de luz ultravioleta (Figura 9.12). 


En la tecnica indirecta (IFI) el procedimiento es similar, pero 
el anticuerpo especifico antiviral no esta conjugado, por lo cual la 
tecnica tiene un segundo paso que consiste en el agregado, luego del 
lavado, de un segundo anticuerpo conjugado con fluoresceina. Este 
anticuerpo esta dirigido contra las Igs de la especie animal en la cual 
se prepare el antisuero antiviral (raton, bovino, conejo, etc.). En ge- 
neral, la IFI es algo mas sensible y mas especifica que la IFD debido 
a que tiene un paso mas de amplification y por ello presenta menor 
fluorescencia inespecifica, lo que facilita su lectura (Figura 9.11). 

Ventajas e inconvenientes 

La principal ventaja de estas tecnicas es permitir un diagnostico 
de certeza en pocas horas. La IFD se puede realizar de media a 1 
hora, mientras que la IFI, que tiene un paso mas, requiere al menos 
2 horas, luego de la preparation de la muestra. 

Otras ventajas son: a) elevada sensibilidad (70%) con respecto 
al aislamiento en cultivo; b) necesidad de pocas celulas en la mues- 
tra para poder realizar un diagnostico (las muestras son bastante 
estables, luego de su fijacion en acetona y pueden conservarse en 
el laboratorio o enviarse a grandes distancia sin perdida importante 
de su antigenicidad); y c) la facilidad de su realization. 

Los inconvenientes son: a) el alto costo del microscopio de IF y las 
lamparas, cuya duration debe registrarse; b) el costo de los reactivos; c) 
la necesidad de observadores experimentados capaces de diferenciar las 
imagenes espetificas de las inespecificas (producidas por detritus celu- 
lares, exceso de moco o defectos de la conservation de la muestra) y d) 
el tiempo necesario para la observation microscopica y el requerimiento 
de la lectura inmediatamente despues de finalizada la tecnica. 

5.3 Radioinmunoensayo (RIA) 

El RIA es una tecnica analltica analltica de alta sensibilidad. En los 
RIA de fase solida el fundamento es similar al ELISA con la dife- 
rencia de que en aquel el anticuerpo esta marcado con un isotopo 
radiactivo (Figura 9.10) en vez de estar conjugado con una enzima 
como en el ELISA. La lectura del RIA se realiza con un contador 
de radiation gamma. Los mayores inconvenientes son el alto costo 
de los equipos y el riesgo de la manipulation de sustancias radiacti- 
vas. Por estas razones, y dado que su sensibilidad para diagnostico 
virologico es similar al ELISA, el RIA no es de uso habitual en la 
actualidad para diagnostico. 

5.4 Enzimoinmunoensayos (EIA y ELISA) 

Las tecnicas de enzimoinmunoensayo se pueden emplear tanto 
para deteccion de antigenos virales como de anticuerpos especifi- 
cos (IgM, IgG o Igs totales). Son procedimientos de alta sensibili- 
dad, similar a la del radioinmunoensayo (RIA) y para algunos virus 
(virus respiratorios), similar a la de la IF. 

El termino enzimoinmunoensayo (EIE) corresponde al ingles 
enzyme inmunoassay (EIA); cuando la reaction antigeno-anticuerpo 
se realiza sobre una fase solida se la denomina ELISA (del ingles 
enzyme linked immunosorbent assay). 


222 


VIROLOGIA MEDICA / Guadalupe Carballal - Jose Oubina 



Figura 9.11. Inmunofluorescencia para deteccion de an- 
tigenos virales. Inmunofluorescencia indirecta para detec- 
cion de antigenos del virus Junin en el encefalo del primate 
Cebus apella infectado experimentalmente con la cepa ate- 
nuada para el hombre XJ-Clon 3. De: Carballal G, et al. J 
Med Virol 21:257-68, 1987. 



Figura 9.12. Inmunofluorescencia directa para detec- 
cion de antigenos del virus rabia. (Imagen obtenida del 
dominio publico en la web de los "Centres para el control 
y la prevencion de enfermedades" ( Centers for Disease 
Control and Prevention, CDC; EE. UU.). Cortesia del Dr. 
Tierkel. 


Existen diferentes fomiatos de EIA y ELISA (de union competi- 
tiva, de fase solida directa, de fase solida con anticuerpos de captura, 
etc.). En los ELISAs para deteccion de antigeno, los procedimientos 
mas usados consisten en una fase solida (celdilla de poliestireno, 
tubo o perla) sobre cuya superficie se adsorbe un anticuerpo especi- 
fico anti-virus ("anticuerpo de captura"). Luego se afiade la muestra 
y, si esta contiene antigeno viral, se unira al anticuerpo de captura. 
La deteccion se realiza mediante otro anticuerpo marcado con una 
enzima (peroxidasa, fosfatasa alcalina, o biotina-avidina). Luego del 
lavado cuidadoso para eliminar el anticuerpo marcado no combina- 
do con el antigeno, se anade el sustrato de la enzima. El desarrollo 
de color puede observarse visualmente o, de preferencia, con un 
colorfmetro o un espectrofotometro. A mayor cantidad de antigeno 
presente en la muestra, mas intenso sera el color observado. 

Los ELISAs indirectos tienen la ventaja de ser mas sensibles y 
ademas, de no necesitar un anticuerpo conjugado para cada virus, 
ya que se emplean antisueros no conjugados y luego un antisuero 
anti-especie, este si marcado con una enzima (Figura 9.10). Exis- 
ten actualmente numerosos equipos comerciales de ELISA que se 
emplean para deteccion de marcadores de hepatitis B (antigenos 
y/o anticuerpos), para antigenos de rotavirus, adenovirus, virus res- 
piratorios y herpes simplex; para IgM especifica (virus hepatitis A, 
citomegalovirus humano, herpes simplex, varicela-zoster, parotidi- 
tis y sarampion); y para Igs totales (HIV y HTLV, virus hepatitis C, 
entre muchos otros). 

La ventaja de los EIAs y de los ELISAs con respecto a la IF 
consiste en que para los dos primeros no es necesario un observa- 
dor experimentado y en que es posible procesar un gran numero de 
muestras simultaneamente en forma rapiday automatizada. Los in- 
convenientes son: a) su relativa complejidad; b) algunos sustratos 
(ortho-fenilendiamina) pueden ser cancerigenos; y c) el alto costo 
de los equipos automatizados ( vease el Captiulo 10, Automatiza- 
tion en el diagnostico virologico). 

Con el objetivo de simplificar el aprendizaje de los alumnos, y 
teniendo en cuenta el uso masivo del termino "ELlSA"en el ambito 
medico, en esta obra, se utilizara el mismo, aun cuando pudiere co- 
rresponder a una reaction antigeno-anticuerpo no absorbida sobre 
una fase solida (verdadero EIA). 

ELISAs opticos o de membrana 

En la ultima decada se han desarrollado ELISAs de membrana para 
deteccion de antigenos virales. Los antigenos son capturados direc- 
tamente sobre membranas y todos los reactivos estan incluidos en 
un recipiente cerrado. El operador debe anadir solamente la mues- 
tra, por lo cual son utiles para emplear en los consultorios medicos. 
Permiten un diagnostico rapido, pero su sensibilidad es menor que 


la de la IF o ELISA clasicos. Por ello, no se aconseja su empleo 
fuera de los perlodos epidemicos y los resultados negativos deben 
ser confinnados con otra tecnica. Otra desventaja es su alto costo 
en nuestro medio. 

Como ejemplos de estos equipos que se pueden emplear para el 
diagnostico de infecciones por virus respiratorios se pueden mencio- 
nar al Directigen Flu A, Directigen RSV (Becton Dickinson), Test pack 
(Abbott), Quick Vue Influenza Test (Quidel,), Flu OIA (Biostar), etc., 
(ver Captiulo 13). 

5.5 Electroquimioluminiscencia 

La electroquimioluminiscencia (conocida como ECL por su acro- 
nimo en ingles, o tambien denominada quimioluminiscencia elec- 
trogenerada) es esencialmente un medio para convertir energia 
electrica en luz. Este tipo de ensayo emplea un quelato de rutenio y 
tripropilamina como marcadores de biomoleculas (proteinas, hap- 
tenos, peptidos y acidos nucleicos), para su aplicacion a tecnicas de 
inmunoensayo y de analisis de DNA. 

Esta tecnica de deteccion esta basada en la interaccion entre un 
quelato de rutenio [el tris(2,2’-bipiridil)-rutenio o TBR] y tripropi- 
lamina sobre la superficie de un electrodo de platino. Tras la apli- 
cacion de una diferencia de potencial (voltaje) el rutenio excitado 
es capaz de emitir fotones al pasar de un estado energeticamente 
superior a uno de energia inferior. Subsiguientemente, la emision 
de luz se mide con un fotomultiplicador. Como consecuencia de la 
emision de fotones, la deteccion del emisor es posible a muy bajas 
concentraciones (<10‘"mol / L). 

Es menester distinguir la EQL de la quimioluminiscencia (CL). 
Aunque ambos procesos involucran la produccion de luz por espe- 
cies que exhiben reacciones de transferencia de carga altamente 
energeticas, en la CL la luminiscencia es iniciada y controlada por 
la mezcla de reactivos y cuidadosa manipulation del flujo. En la 
ECL, la luminiscencia es iniciada y controlada por la aplicacion de 
una diferencia de potencial (voltaje) en un electrodo. 

Una caracterlstica esencial del proceso electroquimiolumi- 
niscente, es su capacidad para generar una amplification in- 
definida de la serial, la cual no es exclusivamente dependiente 
de la cantidad de moleculas de rutenio presentes. Los sistemas 
quimioluminiscentes convencionales apenas alcanzan interva- 
ls de medida de 5 ordenes de magnitud. En contraposition, el 
metodo de emision/ deteccion electroquimioluminiscente exhibe 
una respuesta lineal para intervalos superiores a 6 ordenes de 
magnitud. Estas propiedades, junto con el bajo peso molecular 
del quelato de rutenio, permiten la obtencion de anticuerpos con 
marcaje multiple o de otros conjugados que presentan una ele- 
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con una enzima (peroxidasa). Luego de hacerlo reaccionar con la 
muestra, se anade el sustrato de la enzima y se observara el de- 
sarrollo de granulos de color en las zonas que contienen el antige- 
no. La ventaja de esta tecnica sobre la IF es que los preparados son 
permanentes y se observan al microscopio optico. Uno de los ma- 
yores inconvenientes es que la peroxidasa endogena que contienen 
algunas celulas puede dar falsos resultados positivos, por lo que 
debe eliminarse previamente. La sensibilidad del metodo puede 
aumentarse mediante el uso de un sistema indirecto de peroxidasa- 
antiperoxidasa (Figura 9.13). 

6. Histopatologia y citologi'a exfoliativa 


JCl " s ' 

Figura 9.13. Tincion con peroxidasa-antiperoxidasa para 
la deteccion de antigenos de virus Junin en tejido ner- 
vioso de rata infectada. (x 250). Cortesia del Dr. Eduardo 
Lascanot- 
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vada actividad especlfica. Los conjugados marcados con rutenio 
son extremadamente estables y conservan su inmunoactividad y 
afinidad inherentes. 

La fase solida universal de estreptavidina forma la base de los 
inmunoensayos de ECL. Esta puede acoplarse a toda clase de mo- 
leculas inmunologicas biotiniladas. El sistema de estreptavidina- 
biotina es muy eficaz para la obtencion de una inmunorreactividad 
elevada y constante de los anticuerpos, antigenos o haptenos fija- 
dos, sin que se produzcan problemas inherentes a la desorcion o 
impedimento esterico debido a la fijacion indirecta a la fase solida. 

Las mayores ventajas de la ECL estriban en la gran capacidad 
de amplification de la serial a partir de una molecula marcadora 
que puede ser excitada repetidas veces; lo cual permite obtener 
umbrales de deteccion muy bajos y amplios intervalos de medi- 
cion (dentro del rango dinamico) en rapidos procesos con cortos 
tiempos de reaction. Es por ello que determinaciones tales como 
la deteccion del HBs Ag (un antigeno de superficie del virus he- 
patitis B) en concentraciones muy inferiores al ng / ml puede ser 
realizada mediante esta tecnica de elevada sensibilidad. 


5.6 Inmunoperoxidasa (IP y PAP) 

Es una tecnica inmunohistoquimica que permite detectar antigenos 
virales. En la tecnica directa, el anticuerpo especifico esta marcado 



Figura 9.14. Histopatologia. Corpusculos de Negri en el interior 
de una neurona infectada por virus rabia. Habitualmente estos 
corpusculos se observan en las celulas piramidales del asta de 
Ammon y en las celulas de Purkinje del cerebelo. Tambien pueden 
detectarse en celulas neurales de la medula espinal y ganglios 
neurales. H-E. (Imagen obtenida del dominio publico en la web 
de los "Centres para el control y la prevencion de enfermedades". 
(Centers for Disease Control and Prevention, CDC; EE. UU.) 


Si bien el procedimiento mas rapido para detectar el efecto promo- 
vido por la infection viral en la muestra clfnica es la observation 
al microscopio optico del material tenido para examen citologico o 
histologico, la sensibilidad y especificidad de esta tecnica son bajas 
al compararse con otras mas sofisticadas como la inmunomarca- 
cion o la deteccion genomica in situ. 

Entre los ejemplos de observation directa al microscopio opti- 
co deben mencionarse el extendido de Tzanck para observar celulas 
infectadas por herpesvirus, el de Papanicolaou para las infectadas 
por papilomavirus humano (HPV), y la tincion de Seller (azul de 
metileno y fucsina) para las que lo estan con virus rabia. En el primer 
caso, despues de desprender las celulas desde la base de una vesfcu- 
la, se prepara un extendido que se tine con colorante de Wright o con 
Giemsa. La presencia de celulas gigantes multinucleares confirma 
que las mismas pueden ser causadas por herpes simplex 1 6 2, o por 
virus varicela-zoster. En modo analogo, la deteccion de coilocitos 
(del griego koilos, cueva) en extendidos de celulas cervicales es al- 
tamente sugerente de la infection por HPV. Estas celulas consisten 
en queratinocitos agrandados, que exhiben un halo claro que rodea 
un nucleo central tambien agrandado. El extendido de Papanicolaou 
posee un 80% de sensibilidad y un 99,4% de especificidad, por lo 
que -junto a la facilidad para su obtencion y a su bajo costo- cons- 
tituye un excelente test de tamizaje para el diagnostico. A su vez, la 
acumulacion de ribonucleoprotemas del virus rabia en el citoplas- 
ma de las neuronas permite la visualization al microscopio optico 
de corpusculos patognomonicos (denominados de Negri) que con 
la tincion de Seller se observan con un color magenta conteniendo 
inclusiones basofilas y con H-E con un color rosado-rojizo intenso 
(eosinofilico), que sustentan el diagnostico de la infection por rabia. 
Este es un procedimiento rapido de diagnostico de rabia, aunque su 
sensibilidad es baja (Figura 9.14). 

La observation de imagenes intranucleares caracteristicas en "ojo 
de buho" se asocian al diagnostico de infection por citomegalovirus hu- 
mano clinicamente significativa (Figura 9. 15). 

En modo analogo, la observation de celulas con nucleos agran- 
dados conteniendo inclusiones nucleares basofilas o anfofilicas al 





Figura 9.15. Histopatologia. Imagen "en ojo de buho" correspon- 
diente a celulas de rinon humano infectadas por citomegalovirus 
humano. H-E. (Imagen obtenida del dominio publico en la web de 
los "Centres para el control y la prevencion de enfermedades". 
(Centers for Disease Control and Prevention, CDC; EE. UU.) 
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Figura 9.16. Microscopia electronica (ME). A. ME de transmision: tincion negativa de particulas purificadas de rotavirus. 
B: ME de transmision: corte ultrafino de medula osea de cobayo infectado experimentalmente con virus Junin. Se observan 
particulas virales en un megacariocito (x 50.000) (Dra. Guadalupe Carballal; Tesis Doctoral, UBA) C. ME de transmision: corte 
ultrafino de celulas infectadas con HIV. D. ME de barrido: brotacion de particulas de HIV desde la membrana plasmatica de 
linfocitos y de sus prolongaciones (pseudopodos). (Las imagenes A, C y D fueron obtenidas del dominio publico en la webde 
los "Centros para el control y la prevencion de enfermedades" ( Centers for Disease Control and Prevention, CDC; EE. UU.). 


tenirse con hematoxilina-eosina, rodeadas de un delgado halo pe- 
rinuclear citoplasmatico con hordes imprecisos ( smudge cells) es 
caracterfstica de la infeccion por adenovirus. 

Otra imagen histologica caracterfstica se observa a partir de 
extendidos de lesiones cutaneas por virus molusco contagioso. 
Las lesiones para este agente se caracterizan por la presencia de 
cuerpos de inclusion acidofilos intracitoplasmaticos (cuerpos de 
Henderson-Paterson) . 

7. Microscopia electromica (ME) 

Mediante el microscopio electronico es posible observar la mor- 
fologia de las particulas virales presentes en muestras clinicas (Fi- 
guras 9.16 A y B). La limitation de esta tecnica, ademas del costo 
del microscopio, es que necesita de una alta concentration de virus 
en la muestra, por lo cual es poco sensible. Sin embargo, ciertas 
muestras con alto titulo de virus permiten obtener resultados ra- 
pidos mediante ME, con tincion negativa y se pueden emplear en 
diagnostico. Estas son: a) muestras de liquido vesicular (herpes 
simplex, varicela-zoster, viruela, vaccinia); de verrugas (papilo- 
mavirus humano, molusco contagioso); b) materia fecal (rotavirus, 
[Figura 9.16 A], norovirus, adenovirus, etc.). Otras aplicaciones, y 
los diferentes procedimientos de ME se describen en el Capitulo 3. 

La inmunomicroscopfa electronica, utilizando antisueros o an- 
ticuerpos monoclonales, incrementa la sensibilidad de la ME. 

8. Deteccion, caracterizacion y cuantificacion 

DE ACIDOS MUCLEICOS MEDIANTE TECNICAS MOLECULARES 

8. 1 Fundamento y aplicaciones 

La modema tecnologfa desarrollada para la deteccion de genomas 
virales ha experimentado un significative impulso en los ultimos 
anos. La muy alta especificidad, elevada sensibilidad y la disponi- 
bilidad de reactivos estandarizados hacen de las tecnicas molecu- 
lares una herramienta muy valiosa para la deteccion de infecciones 
virales. 


La deteccion de genomas virales puede proveer crucial infor- 
mation que no podria ser obtenida por otras tecnicas. Por ejemplo, 
cuando: a) no es posible detectar virus infeccioso mediante ais- 
lamiento por defectos en la conservation de la muestra; b) existe 
mas de un virus en la muestra a analizar; c) se carece de sistemas 
in vitro de aislamiento, o bien la propagation sea lenta; d) se carece 
de reactivos para detectar antigenos; e) se desea determinar niveles 
de replication viral en portadores cronicos; f) se propone estudiar 
la patogenia de una determinada infection viral. 

Sin embargo, a pesar de la elevada sensibilidad y especifi- 
cidad de las tecnicas moleculares, los genomas virales solo po- 
dran ser detectados cuando estan presentes en la muestra clfni- 
ca obtenida. Por ello, es necesario recordar la figura 9.1, exhibida 
al comienzo de este capitulo. 

El concepto antedicho cobra especial relevancia dado que el 
empleo de estas tecnicas no sustituye sino que frecuentemente 
complementa otras de uso habitual en el diagnostico virologico. 
Por ejemplo, la ausencia de deteccion del genoma de HCV en una 
muestra de sangre durante el perfodo cronico de la infeccion no 
significa necesariamente la elimination del agente en una etapa 
anterior. El medico debera tener presente que dicho virus puede 
asociarse a una viremia recurrente, indetectable en determinados 
momentos. El resultado negativo de una KT-Nested PCR puede co- 
rresponderse a uno positivo para la deteccion de anticuerpos anti- 
HCV. En otros terminos, una serologia positiva con una KT-Nested 
negativa, no descarta la posibilidad de una infeccion cronica aun 
en curso. Mas aun, dicho resultado no debe interpretarse como un 
falso resultado positivo de la serologia. 

La deteccion genomica viral es muy util en situaciones donde se 
carece de equipos comerciales para la deteccion de IgM viral para 
establecer el diagnostico de infeccion aguda. 

Otro caso particular lo constituye la deteccion del genoma 
viral en las infecciones latentes. Asi por ejemplo, la mera pes- 
quisa del genoma a DNA de un agente como el virus Epstein- 
Barr en una muestra de sangre no implica que sea la causa de 
una infeccion aguda (por ejemplo, la mononucleosis infeccio- 
sa), dado que dicho genoma persiste como episoma en el interior 
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de los linfocitos B durante toda la vida del individuo, aun en 
ausencia de enfermedad. Por ello, sera menester la deteccion de 
transcriptos virales especificos en las celulas o bien la determi- 
nacion de la carga de DNA viral para diferenciar una infeccion 
aguda de otra latente. 

Con menor frecuencia, puede haber instancias donde la 
pesquisa del genoma de un virus puede ocurrir en ausencia de 
respuesta serologica especifica detectable, tal como se observa 
en individuos con agammaglobulinemia o en otros que -infre- 
cuentemente- experimentan serorreversion. 

8.2 Hibridacion con sondas 


) Corpus 
Editorial 


8.2.1 Fundamento 

El uso de sondas para deteccion de genomas virales tiene dos aplicacio- 
nes: 1) como herramienta diagnostica; y 2) en estudios de patogenesis. 

El empleo de sondas de DNA o RNA para deteccion de se- 
cuencias de genomas virales se fundamenta en la tendencia de dos 
cadenas de acido nucleico a aparearse y re-arrollarse por sus se- 
cuencias nucleotidicas complementarias formando una doble heli- 
ce. Por ello, en las reacciones de hibridacion, es necesario separar 
previamente las dos cadenas de la doble helice a hibridar, lo que se 
logra mediante desnaturalizacion por elevacion termica por encima 
de su punto de fusion (Tm) o tratamiento con alcalis. Una vez pro- 
ducida la hibridacion, una mayor longitud de regiones apareadas 
corresponde a una mayor extension de secuencias complementa- 
rias. La estabilidad de estos duplex depende de las interacciones 
hidrofobicas entre las bases apiladas y los puentes de H + entre ba- 
ses puricas y pirimidinicas complementarias de las dos cadenas (3 
enlaces entre C:G, y 2 puentes entre A:T y A:U). La longitud mi- 
nima de secuencias de DNA perfectamente complementarias que 
puede reconocerse y formar htbridos estables es del orden de los 
12 nucleotidos. La formacion de este hibrido puede ser detectada 
si una de las cadenas esta marcada con material radiactivo u otras 
marcas (Figura 9.17). 


8.2.2 Aplicacion del uso de sondas 

Como ejemplos de la contribucion de la hibridacion en estudios 
de patogenia se pueden mencionar: la deteccion del genoma del 
virus hepatitis B en el carcinoma hepatocelular; la participacion 
del HPV en el cancer invasivo de cuello uterino o el rol del virus 
HTLV-1 en cierto tipo de leucemias humanas, etc. 


8.2.3 Dot Blot, Slot blot, Southern Blot, Northern Blot 
y captura de htbridos DNA-RNA 

Aunque la cinetica de las hibridaciones en fase llquida puede 
determinar mejor la concentracion, complejidad y homologia de 
preparaciones de acidos nucleicos, su fijacion a soportes solidos 
es menos complicada y permite analisis semi-cuantitativos en 
multiples muestras simultaneamente. 

En la tecnica de Dot Blot (dot: punto; blot : mancha) el DNA o 
RNAparcialmente purificado de la muestra problema es sembrado 
sobre un filtro de nitrocelulosa o nylon y fijado mediante calor o 
radiacion ultravioleta. En general se aplican menos de 10 pg o el 
contenido de 10 6 celulas en un area de 5 mm 2 . Existen dispositivos 
que penniten la aplicacion del acido nucleico a estudiar en el filtro 
a traves de pequenas ranuras (en ingles slot) produciendo manchas 
con dicha forma luego de la hibridacion con la sonda marcada y 
posterior revelado (Slot Blot). 

Estas tecnicas tambien permiten un analisis semi-cuantitativo 
o cuantitativo (por ejemplo: pg/ml) de la muestra. El DNA de una 
muestra puede tambien ser tratado con endonucleasas de restriccion 
y fraccionado mediante electroforesis en gel. Estos fragmentos de 
DNA pueden ser transferidos a filtros por difusion capilar, y luego 
fijados como se describio mas arriba para su posterior hibridacion 
con sondas marcadas. Esta tecnica, descripta en 1975 por Sir E. M. 
Southern, se conoce como Southern Blot o manchas de Southern. 
Por analogfa, el fraccionamiento electroforetico de RNAy su trans- 
ferencia a filtros se conoce como Northern Blot. Estas tecnicas 


combinan la alta resolucion de la electroforesis en gel con la alta 
sensibilidad y especificidad de la hibridacion de acidos nucleicos, 
eliminando practicamente las posibles reacciones inespecificas. 

Las sondas se construian inicialmente en forma artesanal me- 
diante tecnicas de clonado de genes (o de fragmentos de ellos) en 
vectores adecuados (por ejemplo, plasmidos recombinantes produ- 
cidos en bacterias como E. coli luego de su transformacion, y puri- 
ficados a partir de las colonias desarrolladas). Mas recientemente, la 
amplificacion de regiones genomicas virales de interes a traves de 
la reaccion en cadena de la polimerasa (PCR) permitio la construe - 
cion artesanal de sondas en fonna eficiente y rapida. En ambos ca- 
sos -luego de la desnaturalizacion- cada hebra de DNA sirve como 
templado o molde para que una DNA polimerasa en presencia de 
cebadores (como por ejemplo, hexameros nucleotidicos) y dNTPs 
(uno de ellos marcado radiactiva [sondas "calientes"] o no radiacti- 
vamente ["sondas frias"]) produzca fragmentos de DNA que seran 
utilizados como sondas marcadas en la hibridacion a realizar. 

Actualmente tambien se utilizan oligonucleotidos sinteticos 
(habitualmente 20 a 30 nucleotidos) para la deteccion de genomas 
virales. Estas sondas pueden ser "calientes" o "frias" segun la mar- 
cacion utilizada. 

Para poner en evidencia la existencia de hibridacion entre la 
sonda y el genoma que se desea detectar, es necesario que la sonda 
se encuentre marcada. Entre las sondas marcadas con radiactivi- 
dad, el nucleido mas frecuentemente utilizado es el 32 P. La son- 
da se marca mediante un dNTP conteniendo 32 P en posicion alfa 
como radionuclefdo, el que es incorporado a la sonda mediante una 
DNA polimerasa. Teniendo en cuenta la corta vida media del 32 P 
(14 dias), se han ensayado otros isotopos como el 35 S (vida media 
87 dias) y el 3 H(vida media 11 anos). Sin embargo, el prolongado 
periodo de exposicion necesario para producir una serial en auto- 
rradiograffas hace que su uso, en diagnostico de rutina, sea practi- 
camente nulo. Los inconvenientes para el uso de sondas marcadas 
con 32 P son: elevado costo, riesgo biologico de su manipulacion y 
desecho; corta vida media; y tiempo prolongado de exposicion en 
autorradiografias (1-2 dias). Por ello, se han desarrollado otros sis- 
temas de marcado no radiactivo. Ellos incluyen el uso de 11- dUTP 
conjugado con biotina o digoxigenina. La deteccion de sondas bio- 
tiniladas, despues de la hibridacion, se logra mediante el agregado 
de avidina (sustancia de gran afinidad con la biotina, cuya cons- 
tante de disociacion es 10' 15 M), conjugada a enzimas (peroxidasa, 
fosfatasa alcalina), fluorocromos o iones metalicos. Alternativa- 
mente, la deteccion puede amplificarse mediante el uso de avidina 
(o estreptavidina) seguida de anticuerpos anti-avidina conjugados. 
El fundamento de la reaccion con digoxigenina (esteroide derivado 
de Digitalis purpurea) es similar: uso de anticuerpos anti-digoxi- 
genina marcados con fosfatasa alcalina y deteccion final mediante 
adicion de un sistema de colorante y sustrato. 

La captura de htbridos DNA-RNA es una tecnica cualitativa 
utilizada -por ejemplo- para el diagnostico de infeccion por HPV 
en muestras de cepillado exo-endocervical o de vagina - vulva. Po- 
see una adecuada especificidad, pero -en contraste- una sensibi- 
lidad disminuida, comparada con otras tecnicas que amplifican el 
DNA o la serial de deteccion. Existen dos versiones comercializa- 
das, la primera en tubos y la segunda -con mejor sensibilidad- en 
microplacas. 

En ambas, la muestra clrnica que potencialmente puede conte- 
ner el DNA viral es sometida a desnaturalizacion y la cadena libe- 
rada de DNA es hibridada en una solucion conteniendo una mezcla 
de moleculas de RNA, correspondientes a 14 tipos virales de HPV 
( vease el capltulo 29): 5 de los asi denominados de bajo riesgo (6, 
11, 42, 43 y 44) y 9 de alto riesgo (16, 18, 31, 33, 35, 45, 51, 52 
y 56). Los htbridos de RNA-DNA son capturados en la superficie 
de un tubo que contiene anticuerpos inmovilizados que reconocen 
especificamente a dichos htbridos. A1 ser capturados, los mismos 
reaccionan con un segundo anticuerpo conjugado con fosfatasa al- 
calina y este con un sustrato quimioluminiscente; la luz emitida es 
registrada por un luminometro. El resultado se expresa en unidades 
relativas de luz (relative light units o RLU). 
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Grupo de Tecnicas 

Caracteristica 

Ejemplos 

Sin amplificacion de la secuencia diana 

Hibridacion de acidos nucleicos 
en fase solida (sin fraccionamiento 
electroforetico de la secuencia diana) 
con una sonda marcada 

Dot blot (DNA o RNA) 

Slot blot (DNA o RNA) 


Fraccionamiento electroforetico de 
la secuencia diana e hibridacion de 
acidos nucleicos en fase solida con 
una sonda marcada 

Southern blot (DNA) 

Northern blot (RNA) 


Hibridacion de DNA con sonda a RNA 
y reconocimiento del hibrido DNA/RNA 
con un anticuerpo monoclonal marcado 

Captura de hibridos 

Con amplificacion de la secuencia 
diana 

Con amplificacion termociclica 

PCR (DNA) 

RT-PCR (RNA) 

PCR + hibridacion en fase solida o 
liquida 

RT-PCR + hibridacion en fase solida 
o liquida 

Nested PCR (PCR anidada) 

RT-Nested PCR 

PCR y RT-PCR en tiempo real 


Con amplificacion isotermica 

NASBA/TMA 

Con amplificacion de la serial de 
deteccion 

Hibridacion repetida de sondas, 
marcadas en la amplificacion final 

Branched DNA 
(DNA ramificado) 


Tabla 9.11. Clasificacion de diversas tecnicas para deteccion de acidos nucleicos. 


La sensibilidad de esta tecnica permite la deteccion de 10 pg / ml 
de DNA de HPV. lo cual equivale a una copia del virus por celula. Se 
considera al test como "Positivo" cuando las relaciones relativas de luz 
RLU respecto a los controles positivos son iguales o mayores que uno. 

La segunda version de esta tecnica (en microplacas) ha ele- 
vado la sensibilidad analitica alrededor de 50 veces respecto a la 
captura hfbrida en tubos, habiendo agregado la deteccion de otros 
4 tipos virales de alto riesgo (39, 58, 59 y 68), con lo cual practi- 
camente estan representados todos los tipos virales oncogenicos. 

La tecnologfa de segunda generation ha reemplazado a la tec- 
nica en tubos, la cual -sin embargo- aun continua siendo valida. La 
captura de hlbridos tiene la posibilidad de semicuantificar la carga 
viral; lamentablemente, ello carece de signification, dado que solo 
evalua la cantidad de copias genomicas virales sin tener en consi- 
deration el numero de celulas con las que dicho valor es obtenido. 
Tiene tambien la limitation de no poder establecer con precision el 
tipo viral involucrado ni la presencia de infecciones mixtas; mas 
aun, se han reportado algunas reacciones inespecificas, debido a la 
hibridacion "cruzada" de sondas disenadas para tipos de alto riesgo 
con genomas de HPV de bajo riesgo. 

8.3 Amplificacion selectiva de acidos nucleicos 

Actualmente, la deteccion de acidos nucleicos virales es amplia- 
mente utilizada debido al advenimiento de diversas tecnicas que 
mediante diferentes estrategias de amplificacion (de la secuencia 
diana o de la serial de deteccion) incrementan sustancialmente su 
sensibilidad respecto a las tecnicas empleadas inicialmente y men- 
cionadas en el Item 8.2.3. Entre las principals tecnicas de amplifi- 
cacion para detectar acidos nucleicos se describiran las conocidas 
con las abreviaturas PCR, NASBA/TMA y bDNA, entre otras. 

8.3.1 Reaction en cadena de la polimerasa (PCR) 

8. 3. 1.1 Fundament)) 

La PCR (polymerase chain reaction) permite amplificar selec- 
tivamente secuencias de DNA o RNA (luego de una etapa pre- 
via de transcription inversa, obteniendose un DNA comple- 


mentary al RNA), produciendo grandes cantidades de DNA 
de longitud y secuencia definida, a partir de (aun infimas) rsSSE 
cantidades de acido nucleico (secuencia bianco) presente en |30 
la muestra clfnica. 

El fundamento es la amplificacion enzimatica de un fragmen- 
to de DNA flanqueado por 2 oligonucleotidos cebadores (primers ) 
que hibridan con las cadenas opuestas de la secuencia nucleotfdica 
bianco. Luego se producen ciclos repetidos de desnaturalizacion 
del templado (a 95° C), hibridacion de los cebadores a las secuen- 
cias complementarias (por ejemplo: a 55-60° C) y, extension de la 
secuencia nucleotfdica de dichos cebadores mediante la action de 
una DNA polimerasa termo-resistente (proveniente -por ejemplo- 
de la bacteria Thermus aquaticus (a 72° C). Los oligonucleotidos 
cebadores hibridan a cadenas opuestas de la secuencia bianco y su 
orientation permite que la sfntesis de DNA por la polimerasa tenga 
lugar entre la ubicacion de los mismos, duplicando la cuantfa de 
DNA del segmento en cuestion. Mas aun, dado que los productos 
de extension son tambien complementarios y capaces de unirse 
con los cebadores, cada ciclo sucesivo duplica la cantidad de DNA 
sintetizado en el ciclo previo. Por ello, ocurre la acumulacion ex- 
ponencial de la secuencia bianco, en el orden de aproximadamente 
2", donde n es el numero de ciclos. Por ende, esta tecnica es capaz 
de producir un enriquecimiento selectivo de una secuencia nucleo- 
tidica de DNA del orden de 10 6 (Figura 9.18). 

El DNA asi amplificado puede detectarse mediante fracciona- 
miento electroforetico y posterior observation del gel tenido con 
bromuro de etidio mediante transiluminacion con luz ultravioleta o 
bien con sales de plata. Ademas, la especificidad de los productos 
puede ser confirmada y la sensibilidad aumentada (50-200 veces) 
mediante fijacion sobre membranas de nitrocelulosa o nylon y sub- 
siguiente hibridacion con sondas apropiadas para el fragmento a 
investigar. Dicha hibridacion tambien puede ser cuantitativa, al 
analizarse el fenomeno en una fase acuosa en placas con multiples 
fositas, que penniten el analisis simultaneo colorimetrico de varias 
muestras, en funcion de estandares previamente cuantificados. 

En ciertos casos en los que la carga viral puede ser de baja 
cuantla, se realiza una doble amplificacion por PCR, denominada 
PCR anidada o Nested PCR (Figura 9.19). 
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Figura 9.17. Hibridacion con sondas. A. Esquema del uso de una sonda no radiactiva marcada con digoxigenina. Detecta 
Corpus las secuencias genomicas mediante una reaccion inmunologica con anticuerpos anti-digoxigenina conjugados con fosfatasa 
Editorial alcalina. El sistema detector se torna coloreado en casos de hibridacion. B. Esquema del uso de una sonda radiactiva mar- 
cada con 32 P. El sistema detector de la serial radiactiva (emision beta) es una placa radiografica expuesta en condiciones 
apropiadas. En caso de hibridacion se observa una imagen radioopaca. C. Northern blot. Deteccion del fragmento S y del 
RNAm para la nuceloproteina (NP) del virus Pichinde mediante una sonda radiactiva en extractos infectados de celulas 
BHK. D. Slot blot. Deteccion del genoma del virus hepatitis B en celulas Alexander. Multiples diluciones del DNAcontenien- 
do la secuencia diana. E. Southern blot. A la izquierda, deteccion del genoma del virus hepatitis B luego del tratamiento 
con la enzima de restriction Pst I. A la derecha, fragmentos genomicos del bacteriofago lambda utilizados como marcador. 


Mediante la misma, una allcuota del producto de la reaccion 
de la primera PCR, es utilizada como templado para la segunda 
amplificacion. Dado que en la Nested PCR se utilizan cebadores 
internos a los productos de la primera PCR, solo se amplificaran 
en la segunda ronda aquellos productos que hubieran sido espeti- 
ficos en la primera. En sintesis, la Nested PCR exhibe mayor sen- 
sibilidad y especificidad que la PCR. A esta Nested PCR -al igual 
que a la PCR- se le puede aumentar la sensibilidad mediante una 
subsiguiente hibridacion con sondas internas al producto obtenido 
(Figura 9.20). 

Otra variante de la PCR o de la RT-PCR (vease a continuation) 
es la competitiva. Es utilizada para determinar el numero de co- 
pias genomicas presentes en una determinada muestra clrnica. Para 
ello, se agrega a las mezclas de la reaccion cantidades conocidas 
de un templado sintetico de secuencia nucleotldica identica a la 
que hibridan los cebadores con el templado problema a cuantifi- 
car, Dado que este y el sintetico anadido a la reaccion compiten 
por los cebadores, la cuantfa del templado de la muestra problema 
corresponde a aquella banda de amplificacion que es equimolar a 
la de la amplificacion del templado sintetico. Mediante una curva 
de calibration se calcula con exactitud el valor correspondiente al 
punto de equivalencia obtenido (Figura 9.21). 

8.3. 1.2. RT-PCR o reaccion de transcription 
inversa acoplada a PCR 

La RT-PCR consiste simplemente en la anteposicion de una 
etapa de transcription inversa a la amplificacion por PCR. La 


abreviatura RT (del ingles reverse transcriptase) es ampliamente 
utilizada y hace referencia a la utilization de la enzima transcripta- 
sa inversa (o por extension, tambien traducida como reversa) que 
promueve la sintesis del DNA complementario al RNA que sirve 
como templado. Las enzimas utilizadas pueden ser termolabiles 
(AMV [avian myeloblastosis virus], o MMLV [Moloney murine 
leukemia virus]) o con diferentes grados de termoestabilidad (la 
Tth realiza la sintesis de DNAc a 70° C). Diferentes modificaciones 
en las transcriptasas inversas (con o sin actividad de RNAsa El, 
actividad enzimatica a 37, 42 o aun 50° C), o la utilization de ceba- 
dores especificos o de hexameros con funcion de cebadores aleato- 
rios ( random primers) permiten sintetizar con diferente eficiencia 
(y a veces disimil especificidad) el DNAc de distintos templados. 
Esto tiene crucial implicancia en la subsiguiente etapa de amplifi- 
cacion por PCR. Asi por ejemplo, una RT realizada con Tth DNA 
polimerasa probablemente exhibira una excelente especificidad 
pero podra tener una menor sensibilidad que la desarrollada con 
transcriptasas termolabiles. En otros terminos, el resultado final de 
una RT-PCR con fines diagnosticos sera dependiente de esta etapa 
previa. 

8.3. 1.3. Aplicaciones de la PCR 

Si bien la amplificacion de acidos nucleicos virales mediante PCR 
o RT-PCR puede emplearse para la mayorla de los virus, su aplica- 
cion al diagnostico tiene indicaciones precisas. A pesar de la eleva- 
da sensibilidad de la tecnica, si el genoma viral no esta presente en 
el momenta en que se obtuvo la muestra, sera imposible detectarlo. 
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Figura 9.18. Reaccion de PCR. Amplificacion ciclica de DNA mediante una DNA polimerasa termoestable. Se esquematizan 
los dos primeros ciclos, mostrando las fases de desnaturalizacion (aproximadamente a 95° C), hibridacion de los cebadores al 
templado (alrededor de los 55 - 60° C), y extension nucleotidica (72° C). Observese la formacion de fragmentos largos en los dos 
ciclos (lineas punteadas con flecha) y el comienzo de la sintesis exponencial de fragmentos cortos (delimitados por el extremo 5’ 
de los cebadores; lineas fragmentadas) a partir del segundo ciclo. Solo los fragmentos cortos son detectados en geles de agarosa 
tenidos con bromuro de etidio y transiluminados con luz UV. Tipicamente una reaccion de PCR consiste en unos 30-40 ciclos. 


Por ello, en este como en todos los demas procedimientos diagnos- 
ticos es necesario conocer la patogenia de la enfermedad. 

Algunas de las indicaciones habituales de la PCR (o RT-PCR) 
para diagnostico son: encefalitis por herpes simplex, varicela-zos- 
ter, o diversos enterovirus; HIV en el neonato; hantavirus; algunos 
arbovirus; parvovirus humano B19; metapneumovirus humano 
(dado que es de dificil aislamiento en cultivo); adenovirus, citorne- 
galovirus humano y virus Epstein-Barr en pacientes inmunosupri- 
midos; algunas situaciones diagnosticas en hepatitis B y C (Tabla 
9.12); monitoreo de la respuesta a tratamientos antivirales para 
HIV, virus hepatitis B. virus hepatitis C, citomegalovirus humano, 
adenovirus, etc. 

8.3. 1.4. PCR en tiempo real 

Esta es una variante de la PCR con extrema importancia en el diag- 
nostico virologico. 

Su utilidad radica en la amplificacion, deteccion y cuantifi- 
cacion simultaneas del DNA mediante fluorescencia durante el 
evento de la amplificacion. Es decir, es posible con esta tecnica 
observar la cinetica de la amplificacion del DNA por PCR (Fi- 
gura 9.22). 

Basicamente, consiste en una PCR acoplada a un lector de fluo- 
rescencia. Utiliza uno de los dos sistemas siguientes: i) compuestos 
intercalantes; ii) sondas de hibridacion especificas. 

Uso de agentes intercalantes: SYBR green. Mediante el em- 
pleo de un compuesto fluorescente ( SYBR green) que se intercala 
entre las hebras de DNA (en modo analogo a lo que ocurre con el 
bromuro de etidio para observar acidos nucleicos en geles trasn- 
siluminados con luz UV) se detecta el DNA sintetizado. El incre- 
mento de DNA se traduce en un aumento de la fluorescencia. Tiene 


rnenor especificidad que la PCR que utiliza sondas para la detec- 
cion (ya que el SYBR green detecta multfmeros de cebadores que 
producen tambien una serial fluorescente), y no se pueden detectar 
polimorfismos nucleotidicos. 

Uso de sondas de hibridacion especificas. Se utilizan sondas 
marcadas con dos tipos de fluorocromos, un donante y un aceptor. 
Su uso se fundamenta en la transferencia de energia fluorescente 
mediante resonancia (en ingles conocida con el acronimo FRET). 
La deteccion del producto de amplificacion por PCR puede reali- 
zarse mediante tres tipos de sondas: las sondas de hidrolisis, las 
sondas denominadas faros moleculares ( molecular beacons) y las 
llamadas sondas FRET. 

• Las sondas de hidrolisis -tambien denominadas Taqman- 
consisten en oligonucleotidos marcados en el 5’ (donante) y el 3’ 
(receptor) que son hidrolizados por la actividad 5’— >3’ exonucleasa 
de la enzima Taq DNA polimerasa, seguida de la capture de la fluo- 
rescencia por un lector (Figura 9.23). 

• Las sondas denominadas faros moleculares (molecular 
beacons ) son parecidas a las de hidrolisis (ya que poseen los ex- 
tremos 5’ y 3’ marcados) pero exhiben una estructura secundaria 
con forma de asa donde esta la zona de hibridacion a la secuencia 
diana. Al hibridarse el asa al DNA diana a detectar, el donador y el 
aceptor quedan distantes, por lo cual la fluorescencia del primero 
es captada por el lector y no por el aceptor (Figura 9.24). 

• Las sondas FRET consisten en 2 sondas que se unen a se- 
cuencias adyacentes del DNA diana. Una de dichas sondas esta 
marcada con el fluorocromo donador en el extremo 5 ’ y la otra con 
el aceptor en el 3’. Al estar proximas, la emision del donador no 
es captada por el lector de fluorescencia, sino por el aceptor, que a 
su vez emite fluoresecncia en otra longitud de onda (Figura 9.25). 
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Figura 9.19. Nested PCR. Esquema. 
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Existen diversos modelos de equipos de PCR en tiempo real 
tales como GeneAmpSerie ABIPrism, ICycler IQ, Light Cycler, 
Smart Cycler, MX4000 y Rotor Gene (fabricados respectivamente 
pot Applied Biosystem, BioRad, Roche Diagnostics, Cepheid, Stra- 
tagene y Corbet Research). Sus principales diferencias consisten 
en los diversos sistemas termicos utilizados, el tiempo necesario 
para ejecutar las reacciones de amplificacion por PCR (entre 20 
minutos y 2 horas) y el numero de muestras analizadas en cada 
reaction. 

Prestaciones de la PCR en tiempo real. Esta tecnica permite 
al menos 4 prestaciones: 1) la amplificacion y detection de DNA 
o RNA; 2) la amplification simultanea de distintas secuencias 
diana (PCR multiple); 3) la cuantificacion del DNA o RNA; y 
4) el analisis de curvas de disociacion. La cuantificacion del pro- 
ducto amplificado se realiza utilizando un material de referencia 
conocido y en concentraciones crecientes, lo que permite la cons- 
truction de una curva patron en la que se observa el aumento de 
la fluorescencia en funcion del numero de ciclos desarrollados. Se 
establece el punto de cruce o Cp ( crossing point ) que determina el 
numero de ciclos correspondiente al aumento de la fluorescencia 
(y su correspondencia con los genomas presentes en la muestra). 
Cuanto menor es la cuantia del material a detectar, mayor es el 
numero de ciclos requerido para observar el aumento de la fluores- 
cencia (Figura 9.22). 

La presencia de mutaciones respecto a una secuencia "salvaje" 
se evidencia al observar la mayor estabilidad del hfbrido formado 
por una sonda dirigida hacia secuencias (totalmente) complemen- 
tarias versus la observada frente a una secuencia mutada. Elio se 
refleja en que la temperatura de melting (Tm = temperatura de fu- 
sion a la cual la mitad de los genomas estan disociados) es mayor 
para la secuencia salvaje dado que el numero de enlaces de H + en- 
tre ambas cadenas del DNA (diana y sonda) es el maximo posible 
(Figura 9.26). 

Principales usos. Se esta utilizando la PCR en tiempo real para 
el monitoreo de diversas infecciones tales como las producidas por 
HIV. HBV, HCV, HCMV, adenovirus, virus BK, JC, etc. En aquellos 
casos donde la carga viral es empleada para monitorear la respuesta 
de los pacientes frente a la terapeutica antiviral, esta tecnica es de 
especial utilidad. Asimismo, la presencia de mutaciones de relevan- 


cia clinica (por ejemplo, las asociadas a la resistencia) pueden ser 
evidenciadas a partir del analisis de la temperatura de melting. 

Ventajas. La PCR en tiempo real exhibe al menos 4 ventajas: 
1) menor tiempo requerido para la amplification; 2) utilization 
de un sistema cerrado, con menor chance de contamination; 
3) cuantificacion con mayor precision y mayor rango dinamico 
(10-10 5 copias genomicas); y 4) simultaneidad de ensayos cuali- 
cuantitativos, multiples y de detection de mutaciones. 

Potencial desventaja. Debido a la ausencia de controles inter- 
nos a amplificar, es posible la existencia de errores en la cuantifi- 
cacion debido a eventos de interferencia inherentes a muestras en 
particular. 

8.3.2 NASBA ( Nucleic Acid Sequence Based Amplification) / 
TMA ( Transcription Mediated Amplification) 

Ambas designaciones corresponden a dos versiones comerciali- 
zadas de una tecnica de amplificacion isotermica de la secuencia 
bianco (DNA o RNA), lo cual deviene en la sintesis de amplicones 
de RNA. El fundamento de la tecnica es el empleo consecutivo de 
tres actividades enzimaticas: 1) transcriptasa inversa; 2) RNAsa H; 
y 3) T7 RNA polimerasa. Estas tecnicas pueden ser utilizadas para 
obtener resultados cuali o cuantitativos (Figura 9.27). 

En la tecnica de TMA se utilizan dos enzimas (la transcriptasa 
inversa de un retrovirus denominado MMLV [ Moloney murine 
leukemia virus] que posee tambien actividad de RNAsa H, y la T7 
RNApolimerasa) y dos cebadores. En cambio, el NASBA emplea 
otra transcriptasa inversa (AMV [Avian myeloblastosis virus]), y 
una RNAsa H, ademas de la T7 RNA polimerasa. La secuencia 
ciclica de esas actividades enzimaticas remeda la replication de 
los retrovirus. Para una determinada molecula de RNA o DNA 
viral potencialmente presente en la muestra, un oligonucleotido 
antisentido contiene en una parte de su secuencia (extremo 5’) 
un sitio de reconocimiento (promotor) para la enzima T7 RNA 
polimerasa, y en la portion remanente de la misma molecula, las 
bases complementarias a la secuencia bianco del acido nucleico 
a detectar. En los virus a DNA, a partir del extremo 3’ de este 
oligonucleotido -que actua como iniciador o cebador- la T7 RNA 
polimerasa transcribe el templado. Un segundo cebador se une 
al transcripto de RNA, a partir del cual la transcriptasa inversa 
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Figura 9.20. Demostracion del tropismo viral mediante transcripcion inversa (RT) - Nested PCR seguida de hibrida- 
cion con una sonda ( Southern blot). Deteccion del RNAde polaridad negativa (intermediario replicativo) del virus GB tipo 
C en la medula osea de ocho pacientes (calles 1 a 8) con enfermedades onco-hematologicas que habian recibido transfu- 
siones. Se amplified el RNA mediante RT - Nested PCR con la enzima Tth DNA polimerasa (termoestable) y un cebador con 
polaridad de mensajero (sentido) durante la RT; luego se realizo un Southern Blot con una sonda interna marcada radiactiva- 
mente con y 32 -P dATP. Las muestras 3, 4 y 5 exhiben bandas especificas de amplificacion comigrantes con el control positivo 
(+), al igual que la 2 (extremadamente tenue). Las muestras 1, 6, 7 y 8 son negativas. Este estudio demostro que el GBV-C 
replica en la medula osea del ser humano. Cortesia de la Dra. Vanesa Ruiz. Tesis doctoral. UBA, 2007. 


Aplicacion 

Patologia, situacion clinica o evento 

Ejemplos 

Muestra 

Diagnostica 

Encefalitis 

HSV, varicela-zoster 

LCR 

Meningitis 

HSV, enterovirus 

LCR 

Infeccion intrauterina 

Rubeola, HCMV, 
Varicela-zoster, HSV-2 

Liquido amniotico 

Infecciones respiratorias 

Influenza, parainfluenza, 
adenovirus, virus 
sincicial respiratorio, 
metapneumovirus humano, 
coronavirus-SARS 

Aspirado 
nasofarlngeo 
o hisopado 

Ulceras genitales 

HSV-2 

Fluido vesicular 

Gastroenteritis 

Rotavirus, adenovirus 
entericos, norovirus, 
astrovirus 

Heces 

Infeccion por HIV/SIDA (perfodo 
ventana, transmision vertical) 

HIV 

Sangre 

Hepatitis C activa, perlodo de ventana, 
transmision vertical 

HCV 

Sangre 

Tamizaje de muestras en 
Bancos de sangre (no 
diagnostico) 

Infeccion por HIV, HCV, HBV 

Virus del Nilo Occidental (West Nile) 

HIV, HBV, HCV 

Virus del Nilo Occidental 

Sangre 

Monitoreo del tratamiento 1 
y/o pronostico 2 mediante 
valoracion de la carga viral 

Infeccion por HIV/SIDA 12 

HIV 

Sangre 

Hepatitis B 1 2 o C 1 

HBV 

HCV 

Sangre 

Citomegalovirus en pacientes 
inmunosuprimidos 1 

HCMV 

Sangre 

Genotipificacion 

Resistencia a antivirales 

HIV, HBV 

Sangre 

Pronostico 

HBV, HCV, 

Papilomavirus humano 

Sangre 

Tejido 


Tabla 9.12. Algunas aplicaciones de tecnicas de biologia molecular basadas en el analisis de acidos nucleicos vira- 
les para un manejo integral de situaciones clinicas. 
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Figura 9.21. RT-PCR competitiva. Determinacion de la carga viral del virus GB-C en un paciente infectado. (A) Cantida- 
des constantes de RNAdel suero del paciente (equivalentes a 20 pi de suero), se enfrentaron a cantidades conocidas de 
moleculas de un transcripto competitive (TC) de RNA: calles 1 a 6: 4,56 « 10 7 , 1,52 * 10 7 , 5,06 * 10 6 , 1 ,69 x 1 0 6 , 5,6 x 1 0 5 y 
1,87 x 10 s , moleculas respectivamente. Los productos amplificados se analizaron en un gel de agarosa al 1,5%. B: bianco; 
C: templado competitivo; M: marcador de 1 00 pb. (B) El log de la relacion entre las intensidades de las dos especies ampli- 
ficadas (evaluadas por densitometria) se graficaron contra el log del numero de moleculas TC y los datos se ajustaron a una 
recta (y=0,5251x- 3,4517). El punto de equivalencia [log (C/B)=0] corresponde al numero de moleculas de RNAinicialmente 
presente en el tubo de reaccion. Cortesia de la Dra. Vanesa Ruiz. Tesis doctoral, UBA, 2007. 


sintetiza un DNA complementary (DNAc).El RNA del duplex 
RNA/DNA es degradado por la actividad de RNAsa H de la mis- 
ma transcriptasa inversa. A continuacion, una nueva molecula 
del cebador conteniendo la secuencia promotora para la T7 RNA 
polimerasa se une al DNAc y una nueva hebra de DNA es sinte- 
tizada por la transcriptasa inversa. Este DNA bicatenario posee la 
secuencia promotora para la T7 RNA polimerasa, por lo que es 
subsiguientemente reconocida por dicha enzima para sintetizar 
multiples transcriptos a partir de cada templado. Cada uno de los 
transcriptos reingresa como templado a un nuevo ciclo de ampli- 
ficacion. En el caso de genomas virales a RNA, el hibrido RNA/ 
DNAc se forma inicialmente luego de la actividad de la transcrip- 
tasa inversa. Los siguientes pasos son analogos a los descriptos 
para con los templados virales a DNA. 

El NASBA utiliza actualmente como sistema de cuantifica- 
cion sondas marcadas (faros moleculares o molecular beacons) 
que emiten fluorescencia solo cuando estan hibridadas a los am- 
plicones, en modo analogo a las utilizadas en la PCR a tiempo 
real. Esta tecnica se denomina NASBA en tiempo real. Con an- 
terioridad, el sistema de deteccion cuantitativa estaba basado en 
eventos de electroquimioluminiscencia (ECL), como se describio 
en el item 5.5. El TMA utiliza como sistema de deteccion un en- 
sayo de proteccion de hibridos (HPA, Hybrid protection assay). 
En una fase liquida se emplean sondas (oligonucleotidos de DNA 
marcados con esteres de acridina) para detectar las secuencias 
bianco. Los hibridos se embeben en una solucion de hidrolisis, 
la que a pEl alcalino destruye las sondas no hibridadas, aunque 
no afecta a los hibridos (sonda a DNA / RNA transcripto). Por 
ende, la serial quimioluminiscente se retiene y es registrada en 
un luminometro. 


El sistema NASBA / TMAcuenta con controles internos que 
permiten controlar la reaccion desde la etapa de extraccion ge- 
nomica. Difiere de la PCR en los siguientes aspectos: a) produ- 
ce amplicones de RNA en lugar de DNA; b) la amplificacion es 
isotermica, por lo que no requiere de un termociclador; y c) la 
produccion de copias de RNA por ciclo se incrementa exponen- 
cialmente, en lugar de la duplicacion lograda mediante PCR, por 
lo que se producen aproximadamente 10 000 000 000 de copias 
en 15 a 30 minutos. 

Los equipos de NASBA / TMA han demostrado muy buena 
correlacion tanto con el b-DNA como con el de amplificacion por 
PCR. Se utiliza esta tecnica para el monitoreo de infecciones por 
HIV, HBV, HCV y HCMV. En 2006, la FDA aprobo en EE.UU. 
el uso del sistema TMA en Bancos de sangre, para la deteccion 
simultanea de HIV y HCV. Los equipos disponibles permiten la 
realizacion manual o totalmente automatizada de los ensayos. 

8.3.3 Branched DNA (DNA ramificado) 

Se basa en la amplificacion lineal de la serial obtenida al hibridar con 
sondas de capture la secuencia bianco, la que posteriormente sera 
tambien hibridada con otras sondas (amplificadoras) en diferentes 
regiones del genoma investigado. Finalmente, esas zonas amplifi- 
cadoras a su vez tambien seran hibridadas con sondas marcadas con 
enzima, lo cual permitira su deteccion por quimioluminiscencia (Fi- 
gura 9.28). 

Esta metodologra actualmente se comercializa para el monito- 
reo de HIV, HCV y HBV. Los resultados se expresaban inicialmen- 
te como el numero de equivalentes copia genomica / ml. Se define 
como un Meq (megaequivalente) para HCV o HIV a la cantidad de 
RNA que genera la emision de luz que equivale a la emitida por 
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N- de ciclos 

Figura 9.22. PCR en tiempo real. Correlation entre la intensidad de la fluorescencia (F) en function del numero de 
ciclos de amplificacion por PCR en tiempo real requeridos para la deteccion genomica segun el numero de copias 
del templado. 
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Figura 9.23. Sondas de hidrolisis. 
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Figura 9.24. Sonda tipo faro molecular (molecular beacon). 


10 6 copias de RNA de un estandar de nivel 1 (>80 % del total de la 
longitud del RNA, >99% de secuencias nucleotldicas correctas y 
<10% de diferencias en la concentracion obtenida segun diversas 
metodologlas). Este estandar no era universalmente utilizado en 
otras metodologlas, por lo cual los resultados obtenidos no eran 
comparables con los logrados por PCR o NASBA. 

El advenimiento de estandares intemacionales, permite la ex- 
presion de la cantidad de copias o equivalentes genomicos en UI 
(unidades intemacionales), aplicando diversos factores de conver- 
sion segun la tecnica utilizada (PCR, b-DNA, NASBA, etc.). Sin 
embargo, se recomienda que el monitoreo de terapeuticas iniciado 
por una determinada tecnica no sea luego continuado con otra. 

En el b-DNA de l a generacion, la secuencia bianco se fijaba a 
un soporte solido mediante oligonucleotidos de captura, para luego 
hibridarse en otra region con otros (mas de 30) oligonucleotidos 
denominados de extension, los que finalmente se unian a un DNA 
amplificador ramificado ( branched DNA), que luego lo hacian a 
sondas marcadas con fosfatasa alcalina. Diferencialmente, en el 
b-DNA de 2 a y 3 a generacion las sondas de extension se unen a 
pre-amplificadores, los que a su vez hibridan a multiples amplifi- 


cadores. Elio resulta en la production de una serial mas intensa y 
con menor fondo. 

Para HIV se han desarrollado sucesivas mejoras, lo cual 
condujo a fines de 1997 a un equipo de 3 a generacion, cuyo 
umbral de sensibilidad es de 50 moleculas de RNA viral (en 
lugar de las 500 del equipo de 2 a generacion). Esta metodo- 
logia incluye la incorporation de nuevos nucleotidos. Iso C e 
Iso G, lo cual evita hibridaciones inespecificas, dado que solo 
se aparean entre sf, pero no lo hacen con base nucleotidica 
natural alguna. 

Este sistema se conoce como Sistema 8 de amplificacion, y 
ha permitido determinar, por ejemplo, que la triple terapia anti- 
viral contra HIV, utilizando inhibidores de proteasas, es 8 veces 
mas efectiva (la carga viral cae a valores <60 moleculas/ml) que 
la inicialmente detenninada con la metodologia de b-DNA2 (cuyo 
limite de sensibilidad era de 500 moleculas). 

Se ha logrado tambien mejorar la sensibilidad del b-DNA 
2 para HCV (Quantiplex HCV 2.0) aplicando el Sistema 8 para 
cuantificar el RNA plasmatico de este virus. Esta metodologia lo- 
gra detectar hasta 200 moleculas, lo cual implica una mejora de 
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Figura 9.25. Sondas FRET. 

aproximadamente 50 veces en relacion con el ensayo Quantiplex 
HCV2.0. 

8.4 Analisis mediante enzimas de restriccion: polimorfismo de la 
LONCITUD DE LOS FRAGMENTOS (RFLP) 

Las endonucleasas de restriccion de tipo II son las utilizadas en 
Biologla molecular por su caracterlstica capacidad de reconocer 
secuencias especificas (4-8 nucleotidos), clivando las mismas en 
un sitio predeterminado. El polimorfismo de los genomas virales 
en determinadas posiciones nucleotldicas y el reconocimiento de 
los niismos por diversas enzimas de restriccion posibilita la obten- 
cion de distintos patrones o perfiles de restriccion (Figura 9.29). 

Esta metodologia es de particular interes para estudios de ge- 
notipificacion viral asi como -bajo determinadas condiciones- en 
la caracterizacion de cepas resistentes a la terapeutica. 

Habitualmente, el procedimiento consiste en la previa ampli- 
fication por PCR o RT-PCR de fragmentos de genomas virales a 
DNA o RNA, respectivamente, seguidos del clivaje con un numero 
variable de endonucleasas (habitualmente 3 - 6). Finalmente, los 
distintos perfiles o patrones de restriccion se obtienen luego del 
fraccionamiento electroforetico de los productos de restriccion en 
geles de agarosa o poliacrilamida tenidos con bromuro de etidio o 


sales de plata, respectivamente. Tiene la ventaja de poder detectar 
la cocirculacion de genotipos en una muestra cllnica as! como la 
presencia de variantes sensibles y resistentes a un antiviral deter- 
minado con exquisita sensibilidad. 

Es menester comprender que los estudios de genotipificacion 
que se realizan en laboratorios de Virologla de mediana compleji- 
dad que utilizan la RFLP por su rapidez, sencillez y relativo bajo 
costo, no necesariamente se corresponden con exactitud con los que 
analizan la totalidad del genoma. Los estudios de genotipificacion 
realizados mediante RFLP se sustentan en la correspondencia obser- 
vada entre perfiles de restriccion (de una region parcial del genoma 
amplificado por PCR) y analisis filogeneticos. Sin embargo, dichas 
inferencias no siempre son absolutas (puede haber cepas que exhi- 
ban mutaciones en los sitios de corte caracterfsticos de un genotipo 
dado). Mas aun, la realization de esta tecnica (ampliamente utiliza- 
da) puede omitir el reconocimiento de nuevos genotipos o eventuales 
genomas recombinantes, que solo pueden ser reconocidos mediante 
el analisis filogenetico de la totalidad del genoma. 

8.5 Secuenciacion nucleotidica 

Es una tecnica que requiere laboratorios altamente especializados 
para su implementation. Por ello, su empleo estuvo hasta hace pocos 
anos restringido a estudios de epidemiologfa molecular o de patoge- 
nesis molecular. Mediante ellos, fue posible conocer la prevalencia 
genotfpica de diversas infecciones virales, la circulation de mutantes 
de escape (al diagnostico o a la presencia de anticuerpos neutrali- 
zantes), la emergencia de virus recombinantes, la complejidad de las 
poblaciones virales que infectan a un individuo (cuasiespecies), etc. 
Sin embargo, mas recientemente su utilization comprende tambien 
la determinacion genotfpica de la resistencia a diversos antivirales. 
Esto es de particular importancia para una eficaz terapeutica en in- 
fecciones como las producidas por HIV. La determinacion de la re- 
sistencia de otros virus a la terapeutica antiviral ha ganado terreno 
en infecciones tales como la hepatitis B (frente a la lamivudina o 
al adefovir) o la producida por citomegalovirus humano (frente al 
ganciclovir). La determinacion de la resistencia antiviral requiere el 
conocimiento previo del comportamiento de determinadas mutantes 
frente a antivirales especlficos. Es por ello que frente a infecciones 
virales como las producidas por el virus hepatitis C, aun no se ha 
logrado una opinion unanime acerca de que region o regiones ge- 
nomicas debe(n) ser analizada(s) para determinar la resistencia al 
interferon, las que aparentan ser disfmiles entre pacientes estudiados 
en Japon o en occidente. 



Temperatura 

Figura 9.26. Deteccion de mutaciones respecto a una secuencia nucleotidica salvaje mediante el analisis de la tem- 
peratura de melting (Tm). 
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Figura 9.27. Esquema de la reaccion de amplificacion isotermica de acidos nucleicos mediante NASBA o TMA: se 
ejemplifica la amplificacion del genoma de un virus a RNA. 
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Figura 9.28. Esquema de la reaccion de amplificacion isotermica de acidos nucleicos mediante b-DNA (branched 
DNA o DNA ramificado): se ejemplifica la amplificacion del genoma de un virus a RNA. 
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Figura 9.29. Caracterizacion genomica mediante el po- 
limorfismo de la longitud de los fragmentos de restric- 
tion (RFLP) sobre productos de amplification de PCR. 

Se observa una infection mixta causada por los genotipos A 
y F del virus hepatitis B en un paciente. Calle 1: Productos 
de PCR digeridos durante 16 hs. con la endonucleasa de 
restriccion 7sp509l; calle 2: marcador molecular en escalera 
de 100 pares de bases (pb) de DNA; calle 3: marcador en 
escalera de 50 pb de DNA; y calle 4: Productos de PCR 
digeridos durante 16 hs. con la endonucleasa de restriccion 
Hinf\. (Tecnica basada en la publication de Lindh et al., J 
Infect Dis; 175:1285-93, 1997). 


La secuenciacion nucleotfdica se realizo inicialmente gracias 
a la utilizacion de dos tecnicas, la propuesta por Frederick Sanger 
(denominada de terminacion de cadena o de didesoxinucleotidos) 
o por Maxam y Gilbert (o de terminacion qulmica). Los tres inves- 
tigadores recibieron el Premio Nobel de Quimica por su desarrollo 
(Sanger en realidad recibio su segundo Premio Nobel, ya que el 
anterior lo habia obtenido al descubrir un metodo para secuenciar 
protelnas). 

La tecnica desarrollada por Sanger fue la utilizada masiva- 
mente para descifrar el codigo genetico de los virus hasta ahora 
conocidos, asf como el de otros microorganismos o el del genoma 
humano. 

La idea central de esta tecnica consiste en la utilizacion de un 
templado de DNA monocatenario, para ser copiado por una DNA 
polimerasa en presencia de dNTPs, luego de que un cebador especl- 
fico se hibride al templado, para permitir a partir de su extremo 3’ la 
elongation de esta cadena de DNA por dicha enzima mediante enla- 
ces fosfodiester. Dado que uno de los dNTPs esta marcado radiacti- 
vamente (por ejemplo, a 32 P- dCTP) las cadenas sintetizadas tambien 
lo estan. La adicion a esta mezcla de un ddNTP diferente (ddATP, 
ddTTP, ddCTP o ddGTP) a cuatro tubos de reaction implica que en 
cada uno de ellos se sintetizaran fragmentos radiactivamente mar- 
cados, que en cada caso finalizaran con la incorporation del ddNTP 
utilizado en dicho tubo. Mediante el fraccionamiento electroforetico 
en un gel vertical de poliacrilamida, los distintos fragmentos son re- 
sueltos, procediendose a la lectura en sentido 5’- 3’ desde el borde 
inferior del gel. 

Mas recientemente, se ha reemplazado la sintesis de DNA en 
un solo ciclo, por la adicion de DNA polimerasas termoestables, lo 
que permite desnaturalizar el DNA bicatenario, y dejar nuevamente 
libre el templado para la sintesis de nuevas cadenas, lo cual podra 
reproducirse en sucesivos ciclos. 

Asimismo, la tecnica de Sanger efectuada manualmente con 
material radiactivo, fue luego sustituida por procedimientos auto- 
matizados que emplean fluorocromos para cada ddNTP y la inci- 
dencia de un haz de rayo laser para su lectura (Figura 9.30). 

Pirosecuentiacion de DNA, secuenciacion basada en la for- 
mation de pirofosfatos o secuenciacion de alto rendimiento. Muy 
recientemente se ha incorporado este procedimiento experimental 
que combina en una unica tecnica la exactitud de la secuenciacion 
nucleotldica (aunque empleando una estrategia diferente a la termi- 
nation de cadena de Sanger) con la sensibilidad de la PCR. Con- 


Asp 

GT T CAAAACC T TCGGAC GG AAAT T GCAC T 




GT T CAAAACC T TCGGC CGG AAAT T GCAC T 



Figura 9.30. Caracterizacion genomica de dos cepas del virus hepatitis B, correspondientes a dos hermanas infectadas con 
el genotipo E. Observese la secuencia aminoacldica deducida correspondiente al codon 144 del antlgeno de superficie del virus 
(HBs Ag). Una de las hermanas, porta una cepa salvaje con un residuo de acido aspartico (Asp), mientras que la restante exhibe 
una poblacion viral mixta en la que predomina la mutation de escape a anticuerpos anti-HBs Asp144Ala, sobre la salvaje (Asp). 
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Figura 9.31. Pirosecuenciacion de DNA. A. Reacciones enzimaticas que permiten la secuenciacion nucleotidica median- 
te la emision luminica resultante de la utilizacion de moleculas de pirofosfato inorganico (PPi) liberadas al incorporarse 
un dNTP al DNA neosintetizado por la DNA polimerasa. La actividad de la luciferasa es proporcional al ATP sintetizado y 
este al PPi liberado. La emision de fotones es captada por una camara, y registrada como un pico en el "pirograma". B. 
Secuencia nucleotidica obtenida luego de la adicion individual sucesiva de los 4 dNTPs. Picos mas altos corresponden a 
la repeticion de un mismo dNTP. 


siste en la utilizacion combinada de un cebador para secuenciar un 
templado (desnaturalizado) de DNA obtenido por PCR y de 4 ac- 
tividades enzimaticas que pemiiten la secuenciacion: a) una DNA 
polimerasa; b) una ATP- sulfurilasa, que convierte (en presencia de 
Adenosina 5’fosfosulfato [APS]) los residuos de pirofosfato -libera- 
dos al incorporarse un dNTP a la cadena de DNA neosintetizada por 
la DNA polimerasa- en ATP; c) una luciferasa que convierte dicho 
ATP en energia luminica; y d) una apirasa, que elimina los dNTPs 
no incorporados a la cadena de DNA neosintetizada (por no ser com- 
plementarios a la base correspondiente del templado) para permitir 
la introduccion de un nuevo dNTP a la reaccion (se adicionan los 4 
dNTPs sucesivamente), y los sustratos APS y luciferina. 

La pirosecuenciacion de DNA es un fruto de los avances de la 
nanotecnologia. Desde el punto de vista biotecnologico consiste en 
utilizar microesferas en una placa (plataforma de fibra optica) que 
contiene 1 600 000 microceldas de 44 pm de diametro (480 / mm 2 ). 
Dichas microceldas albergan una microesfera cubierta de DNA en 
cada una de ellas. Esto permite realizar en cada microcelda una re- 
accion de secuenciacion individual (en el orden de los 75 picolitros), 
basada en la sintesis de de una cadena complementaria de DNA al de 
una de las hebras de DNA amplificado previamente por PCR, y ad- 
sorbida a cada microesfera. La incorporacion de cada dNTP durante 
la polimerizacion del DNA, libera una cantidad equimolar de PPi 
(pirofosfato inorganico), que es convertido por enzimas presentes en 
el medio (luciferasa entre otras) en una serial quimioluminiscente, 
que es capturada por una camara de deteccion de fotones. Mediante 
un adecuado software, dicha serial es traducida como la incorpora- 
cion de un nucleotido determinado (los 4 dNTPs fluyen en un orden 
pre-establecido a traves de una microcamara de flujo en cada micro- 
celda). El ATP generado a partir del PPi, permite que la luciferasa 
convierta a la luciferina en oxiluciferina, cuya cuantla es proporcio- 
nal al ATP, y este al PPi liberado al incorporarse un nuevo dNTP al 
DNA neopolimerizado. El dATP-S generado por la sulfurilasa, no 
es reconocido por la luciferasa, pero si por la DNA polimerasa para 
incorporarlo al DNA neosintetizado. Dado que se introduce solo un 


dNTP por vez a la reaccion (dATP-S, dCTP, dGTP o dTTP) y que el 
excedente respectivo luego de la incorporacion (o no) al DNA neo- 
sintetizado es degradado por la apirasa, el software documenta cual 
es el dNTP polimerizado (Figura 9.3 1). 

El procedimiento continua hasta completarse la sintesis de la 
cadena complementaria al DNA templado, lo que se representa en 
el "pirograma" como una sucesion de picos y valles, que corres- 
ponden a cada uno de los dNTPs sucesivamente adicionados a la 
reaccion, que fueron incorporados o no (respectivamente) al DNA 
neosintetizado. Una mayor intensidad luminica -visible como un 
pico mas alto en un pirograma- implica la repeticion del mismo 
dNTP en cuestion (se libera mas pirofosfato a partir de la incorpo- 
racion repetida de un mismo dNTP al DNA neosintetizado). 

La pirosecuenciacion es mas rapida, menos laboriosa y menos 
costosa que las tecnologlas existentes de amplificacion y secuencia- 
cion, pero sus lecturas son significativamente mas cortas y proclives 
a error, que las obtenidas mediante la reaccion de Sanger (100 - 350 
pb, y 5-10 errores / kb, en contraste con las 1 000 pb y 0,01 errores / 
kb, respectivamente). El rendimiento de la pirosecuenciacion es 100 
veces superior al de la reaccion de Sanger, lograndose una precision 
superior al 99% (una corrida puede extenderse por 4 horas) 

Esta colosal tecnologia experimental ha permitido la geno- 
tipificacion de diversos virus (HPV; F1CV, hantavirus, etc.), la 
deteccion de mutantes resistentes a antivirales, presentes -aun 
minoritariamente, contribuyendo con apenas un 5% de la pobla- 
cion viral- en el universo de cuasiespecies circulantes en pa- 
cientes (por ejemplo, para HIV, HBV o influenza). Esta tecno- 
logia pareceria ser ideal para aplicaciones en las que patogenos 
aun desconocidos pueden estar involucrados en la etiologia de 
una enfermedad. El futuro dilucidara su utilidad en el descubri- 
miento de agentes asociados a encefalitis de etiologia descono- 
cida, a infecciones respiratorias agudas, en las que solo -en los 
laboratorios de mejor calidad- se arriba al diagnostico en un 
30 - 60% de los casos, o a infecciones intestinales de etiologia 
no identificada aun. La identificacion de nuevos agentes, pro- 
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Carga Viral de HIV 


Nombre 

Quantiplex 

3.0 

Nuclisens HIV 
QT 

Nuclisens 
Easy Q HIV 
2.0 

Cobas Amplicor 
HIV Monitor 

Cobas Taqman HIV 
Monitor 

Empresa 

Bayer, 

Siemens 

Biomerieux 

Biomerieux 

Roche 

Roche 

Volumen de 

Muestra (pi) 

500 

200-2 000 

100-1 000 

200-500 

500 

Muestra 

Plasma 

Plasma 

Plasma 

Plasma 

Plasma 

Rango dinamico 

25-500 000 
copias / ml 

51-5 390 000 
copias / ml 

25 - 7 900 000 
copias /ml 

400-750 000 
copias / ml 

10-10 000 000 
copias / ml 

Umbral de 
deteccion 

25-50 
copias / ml 
(1,39 -1,69 log) 

40 copias / ml 
(1,60 log) 

15 copias / ml 
(1,17 log) 

50 copias / ml 
(1,69 log) 

47 copias / ml (1 ,67 log) 

Tecnica 

Amplificacion 
de serial 

NAS BA 

NASBAen 
tiempo real 

PCR cuantitativa 

PCR en tiempo real 


Carga Viral de HCV 

Nombre 

NAS BA HCV 
QTECL 

Amplicor HCV 
Monitor 2.0 

Cobas 

Taqman HCV 

Versant HCV 3.0 

Empresa 

Biomerieux 

Roche 

Roche 

Bayer Health Care 

Volumen de 
muestra (pi) 

200-1 000 

- 

500 

50 

Muestra 

Suero- 

Plasma 

Suero-Plasma 

Suero-Plasma 

Suero-Plasma 

Rango dinamico 

161- 

5 500 000 
Ul/ml 

600-850 000 
Ul/ml 

20-1 000 000 
Ul/ml 

615-7 692 310 

Ul/ml 

Umbral de 
deteccion 

278 Ul / ml 
(2,44 log) 

600 Ul/ml (2,77 
log) 

28 Ul/ml 
(1,44 log) 

610 Ul/ml 
(2,78 log) 

Tecnica 

NAS BA 

PCR cuantitativa 

PCR en tiempo 
real 

Amplificacion de 
serial 


Carga Viral de HBV 

Nombre 

Cobas 

Amplicor 

HBV 

Monitor 

Cobas Taqman 
HBV Monitor 

Empresa 

Roche 

Roche 

Volumen de 
muestra (pi) 

100 

500 

Muestra 

Suero- 

Plasma 

Suero-Plasma 

Rango dinamico 

200-200 000 
copias / ml 

6-100 000 000 
Ul/ml 

Umbral de 
deteccion 

200 copias/ 
ml (2,29 log) 

29 Ul/ml (1,46 
log) 

Tecnica 

PCR 

cuantitativa 

PCR en tiempo 
real 


Tabla 9.13. Caracteristicas de diversas tecnicas para deteccion de carga viral de HIV, HCV y HBV. 


bablemente devendra en el desarrollo de nuevas herramien- 
tas diagnosticas y adecuadas intervenciones profilacticas y 
terapeuticas. 

8.6 Microdisposiciones de DNA o Microarrays 

Esta tecnologia que hoy revoluciona multiples areas de la Medici- 
na y la Biologfa, tiene su antecedente remoto en la hibridacion pro- 


puesta por Sir E. M. Southern mas de 20 anos atras. Desde los 13 
artlculos (incluyendo 5 revisiones) registrados en PubMed en 1995 
hasta los mas de 52 000 publicados hasta principios de 2013, esta 
tecnologia ofrece la posibilidad de acceder a un grado superlativo 
de informacion relacionada con la expresion de genes. 

Consiste en una coleccion de spots microscopicos conteniendo 
sondas dispuestos en un arreglo o formato grilla simil sobre una 
superficie solida o en una membrana. Dichas sondas estan disena- 
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A 








Figura 9.32. Analisis mediante bioarrays de la expresion diferencial de genes celulares luego de la infeccion por 
adenovirus 7h. A. Detalle de una imagen obtenida para analisis de bioarrays. En los estudios de microarrays se combi- 
nan las tecnicas de hibridacion de acidos nucleicos y deteccion por fluorescencia. De esta manera, solo en los puntos del 
portaobjeto donde haya ocurrido hibridacion se detectara la fluorescencia, siendo la intensidad de la misma proporcional 
al nivel de expresion del gen en estudio. B. Genes diferencialmente expresados para la serie de tiempo 1, 2, 8 y 24 horas 
post-infeccion de adenovirus 7h analizado in vitro en celulas Hep-2. El grafico presenta un heatmap con dendogramas, cal- 
culado por ANOVA (analisis de varianza). Se muestran los 100 primeros genes que surgen del analisis sobre los bioarrays 
CodeLink TM UniSet Human 20K I (GE Healthcare). El 50% de los genes celulares afectados por la infeccion de Av7h esta 
relacionado con la entrada de la celula en fase S del ciclo celular, dando asi un entorno ideal para la replication viral y ge- 
nes relacionados con mecanismos de defensa antiviral, en particular de la via del interferon. Este trabajo contribuye con la 
exploration de los mecanismos implicados en la patogenesis del adenovirus 7h. 

Cortesia de los Dres. P.R. Barrero, P. Yankilevich, R.A. Diez y A.S. Mistchenko. Laboratorio de Virologia. Hospital de Ninos 
Dr. Ricardo Gutierrez, Buenos Aires, Argentina. 
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Parametro 

Recomendacion 

Nivel de RNA plasmatico que sugiere iniciar el 
tratamiento 

> a 5 000-10 000 copias / ml y un nivel de CD4 y estado clinico 
sugerente de progresion; 

> a 30 000-50 000 copias / ml, independientemente de otros valores 
de laboratorio y del estado clinico 

Nivel por alcanzar despues de iniciado al 
tratamiento 

No detectable; 

< de 5 000 copias es aceptable 

Minimo deseado del RNA plasmatico indicativo 
de actividad antiviral 

Descenso > 0,5 log 10 

Cambio del nivel del RNA plasmatico que 
sugiere falla de la terapeutica 

Retorno a los valores pretratamiento (o dentro del rango de 0,3 - 0,5 
' 09 , 0 ) 

Frecuencia sugerida para medir carga viral 

Pre-tratamiento: dos mediciones separadas temporalmente por 2-3 
semanas 

Cada 3 - 4 meses, 0 juntamente con el nivel de CD4 

Aumentar la frecuencia al aproximarse a decisiones criticas 

3 - 4 semanas despues de iniciar 0 cambiar la terapeutica 


Tabla 9.14. Carga viral en la infeccion por HIV. 
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Figura 9.33. Carga viral de HIV como elemento pronostico 
de la infeccion. (Adaptado de Ho DH, Science, 272: 1124, 1996). 


das para hibridar especlficamente a secuencias de acido nucleico 
correspondientes a un gen determinado, a la que se denomina se- 
cuencia diana o bianco. Estas estan marcadas con alguna molecula 
detectable (inicialmente se utilizo tambien material radiactivo) o 
por un colorante del tipo de los fluoroforos. El nivel de union entre 
la sonda y la secuencia diana marcada es cuantificado mediante la 
medicion de la fluorescencia o serial emitida por el colorante al ser 
analizado. Esta emision es un directo reflejo de la medida de expre- 
sion de un gen especifico que contiene la secuencia diana. 

Entre los multiples tipos de microdisposiciones, merecen es- 
pecial atencion los denominados spotted microarrays y los oligo- 
nucleotide microarrays o microarreglos de oligonucleotidos. Los 
primeros son conocidos tambien como microdisposiciones de dos 
canales o de dos colores, ya que dos muestras -cada una marcada 
con un fluoroforo diferente- se hibridan en un unico portaobjeto. 
Como consecuencia de dicha combinacion, solo se determinan los 
niveles relativos de expresion. Las sondas utilizadas corresponden 
a oligonucleotidos de DNA complementario (DNAc) o aproductos 


de PCR. Los microarreglos de oligonucleotidos o microdisposicio- 
nes de canal unico, hibridan con una unica muestra, por lo cual 
el resultado obtenido refiere niveles absolutos de expresion. Este 
ensayo utiliza sondas disenadas para contener secuencias cornple- 
mentarias al RNA mensajero. Estas sondas son producidas utilizan- 
do diversas metodologfas tales como la sfntesis in situ, algun tipo 
de deposicion, o la fotolitografia (Figura 9.32). 

8.7 Carga viral 

Concepto 

Se denomina carga viral a la cantidad de copias genomicas 
de un determinado virus por unidad de volumen de un fluido 
(por ejemplo, el plasma) o de peso de un tejido, siendo la mis- 
ma una medida de la cuantfa de virus presente en ellos. 

La carga viral tiene actualmente especial aplicacion en el manejo 
clinico de las infecciones por HIV, HB V, HCV, HCMV y otros agen- 
tes. Una sfntesis de las tecnicas utilizadas, y de sus respectivos lfmi- 
tes de sensibilidad y rangos dinamicos se exhibe en la Tabla 9.13. 

Dado que la determinacion de la carga viral se realiza utilizan- 
do las tecnicas NAT ( Nucleic Acid Amplification Testing, es decir 
las basadas en PCR / RT-PCR, PCR en tiempo real, branched DNA 
o NASB A / TMA) se cuantifican tanto los genomas correspondien- 
tes a partfculas infectantes como a las que no lo son, al generarse a 
veces tambien genomas defectuosos en su codigo infeccioso, como 
resultado de la incorporation de mutaciones por la falta de lectu- 
re de prueba de la polimerasa viral involucrada (por ejemplo, las 
RNA polimerasas-RNA dependientes, o las transcriptasas inversas 
de los retrovirus o dc HBV). Asi, los valores de carga viral para 
HIV exceden los correspondientes al titulo de virus infeccioso en 
una muestra determinada, aunque habitualmente reflejan en para- 
lelo a estos ultimos. 

La determinacion de la carga viral es utilizada como una 
herramienta valiosfsima en el monitoreo de terapeuticas anti- 
virales, y en casos especiflcos, provee tambien information pro- 
nostica. En el caso de la infeccion por HIV se ha documentado 
que el curso de la evolution esta influido por la carga viral, ya 
que un porcentaje significativo de los pacientes (62%) evoluciona 
a SIDA en 5 anos si la carga viral, una vez transcurrida la etapa 
aguda de la infeccion se mantiene elevada (> de 4,5 log 10 / ml), en 
comparacion con el 8% observado cuando la carga es inferior a 
10 3 copias [<3 log 10 ] / ml (Figura 9.33). En la Tabla 9.14 se obser- 
van algunas aplicaciones de la carga viral en la infeccion por HIV. 

En el caso de la infeccion por HCV, una respuesta virologica 
sostenida, es definida como la ausencia de RNA viral detectable, 
al cabo de 6 meses de discontinuado el tratamiento. Una respuesta 
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virologica rapida, (ausencia de RNA viral al cabo de 4 semanas 
de iniciado el mismo), es considerada un element® predictor de 
exito terapeutico. Por el contrario, quienes no alcanzan una res- 
puesta virologica temprana, definida como el descenso de al me- 
nos 2 log 10 de la carga viral al cabo de 12 semanas de instituido 
el tratamiento, muy improbablemente podrian beneficiarse con la 
prosecucion del tratamiento durante otras 36 semanas, por lo cual 
deberfan suspender el mismo. 

9. Responsabilidad MEDICA en la conservacion, 
MAIUIPULACldn Y PROCESAMIEIUTO DE LAS MUESTRAS CLl'lUICAS 

El medico tiene una responsabilidad crucial en la obtencion de un ade- 
cuado diagnostico virologico. No solo debe conocer la patogenesis de 
las infecciones que debe diagnosticar -para as! adoptar la decision co- 
rrecta al recurrir a metodos directos y/o indirectos, y elegir la muestra 
adecuada y el momenta mas propicio para su obtencion- sino tambien 
asegurarse la apropiada recoleccion y posterior transporte de la mues- 
tra clinica hasta el laboratorio. Obviamente, es ademas imprescindible 
la correcta interpretacion de los resultados obtenidos. 

Es responsabilidad del medico y del virologo el conocimien- 
to de las posibilidades del diagnostico, la continua actualizacion 
en las nuevas metodologfas y del envio de las muestras adecuadas 
en el momenta oportuno (Tabla 9.5). Si las muestras no son las 
adecuadas para cada virus en particular, o para el estadio de la en- 
fermedad puede perderse la posibilidad de realizar el diagnostico. 
Por ello, el medico, ante cualquier duda, debe consultar al virologo 
sobre las muestras adecuadas, el tiempo y forma de obtencion, con- 
diciones de envio, tiempo requerido para la obtencion de resultados 
en el laboratorio, y su interpretacion. 

Por otra parte, corresponde al virologo la responsabilidad por: a) 
la adecuada realizacion de los procedimientos diagnosticos; b) el em- 
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pleo cotidiano de controles y el control de calidad de los reactivos 
y equipos; c) la bioseguridad; y d) los aspectos eticos tales como la 
confidencialidad de los mismos. 

En la actualidad, la complejidad creciente del diagnostico 
virologico y la continua incorporation de nuevas tecnologfas ha- 
cen indispensable una fluida comunicacion entre el medico y el 
virologo. 

Es tambien responsabilidad del medico el tratar de evitar 
circunstancias que pudieran dar origen a falsos resultados po- 
sitives o negativos. 

IO. Si'NTESIS Y PERSPECTIVAS 

El antiguo concepto arraigado en la poblacion medica de buena 
parte del siglo XX que sostenfa que por descarte, debe ser un vi- 
rus actualmente es insostenible. El diagnostico virologico permite 
una aproximacion racional al descubrimiento de la etiologia de las 
enfermedades causadas por estos parasitos geneticos intracelula- 
res, siendo un pilar fundamental en la toma de decisiones del me- 
dico. Diversos estudios virologicos constituyen una herramienta 
imprescindible para instituir y monitorear medidas terapeuticas 
ante ciertas infecciones, al tiempo que otros permiten establecer 
con certidumbre la curacion del paciente o la eventual inmunidad 
del mismo como resultado de infecciones previas o de una ade- 
cuada inmunizacion. El vocablo diagnostico proviene del griego 
diagnostikos, que significa distinguir, conocer. El advenimiento de 
novedosas tecnicas de biologla molecular como el SISPA ( Sequen- 
ce Independent Single Primer Amplification: amplification con un 
unico cebador independiente de la secuencia), o la tecnica de se- 
cuenciacion de alto rendimiento han permitido el descubrimiento 
de nuevos virus cuya contribution a la patologia humana aun debe 
establecerse. 
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Ensayos automatizados para el diagnostico virologico 

Alfredo Martinez 


1. llUTRODUCCION 

Arribar a un diagnostico virologico de certeza en forma rapida per- 
mite actualmente desarrollar conductas de profilaxis o terapeuticas 
mas exitosas. 

La deteccion de un determinado anticuerpo (Ac), de un anti- 
geno (Ag) viral o del acido nucleico de este tipo de agente fue el 
desafio constante en las ultimas decadas, para poner de manifiesto 
patologlas virales para las que, hasta ese momento, solo se disponfa 
de la clfnica y la epidemiologla como herramientas diagnosticas. 
Los ensayos diagnosticos iniciales permitieron definir la infeccion 
viral, a traves de metodologias artesanales muy laboriosas. La baja 
sensibilidad, especificidad y reproducibilidad de las tecnicas utili- 
zadas inicialmente estimularon nuevos desarrollos, que permitieron 
estandarizar y automatizar estas metodologias. 

El aislamiento de la cepa viral fue y continua siendo un proce- 
dimiento de eleccion para el diagnostico de multiples infecciones 
virales; sin embargo, algunos virus se propagan dificultosamente en 
cultivo y otros no son cultivables. De modo que la deteccion de un 
fragmento de acido nucleico, un antigeno viral o anticuerpos de clase 
IgM o IgG adquiere importancia para definir una etiologia viral. 

Los primeros ensayos in vitro para la deteccion de anticuerpos 
utilizaron el principio de union Ag-Ac, de naturaleza reversible, o 
alguna propiedad de las moleculas intervinientes como la capacidad 
de fijar complemento por las IgM o IgG. Estas reacciones se cono- 
cieron con el nombre de pruebas seroldgicas (puesto que en ellas 
participa el suero sanguineo) y recibieron distintas denominaciones 
segun el modo o sistema que empleara para la visualizacion de la 
reaccion. Las pruebas de aglutinacion, floculacion, precipitacion, 
fijacion de complemento, etc. se agruparon con la denominacion 
de inmunoensayos directos (Tabla 10.1). 

Posteriormente, utilizando el mismo principio se desarrollaron 
tecnicas con inmunomarcacion que permitlan observar el resultado 
por inmunofluorescencia, colorimetria (enzimoinmunoensayos), o 
midiendo la radiactividad (radioinmunoensayos) (Tabla 10.2). 

En la decada de 1980, con el advenimiento de los anticuerpos 
monoclonales, el enzimoinmunoensayo (ELISA o EIE) se transfor- 
mo en el procedimiento de eleccion para el diagnostico. Su elevada 
sensibilidad, especificidad y reproducibilidad favorecieron el de- 
sarrollo de distintas plataformas cuyos formatos utilizaron desde 
el ELISA en tubos a microplacas, manuales a semiautomatizados 
o totalmente automatizados. Actualmente los inmunoensayos han 


Reacciones de precipitacion sobre gel 

• Pruebas de inmunodifusion 

• Inmunoelectroforesis 

Reacciones de precipitacion en solucion 

• Inmunonefelometrla 

• Inmunoturbidimetrla 
Reacciones de aglutinacion 

• Pruebas de aglutinacion directa 

• Pruebas de aglutinacion indirecta 

• Pruebas de inhibicion de la aglutinacion 


Tabla 10.1. Inmunoensayos directos. (Medida directa del comple- 
jo Ag-Ac). 


incorporado un nuevo sistema de marcacion: la quimioluminiscen- 
cia con diversas variantes como la directa, la indirecta, la prolon- 
gada o la electroquimioluminiscencia. Esta inmunomarcacion se 
ha incorporado a todos los desarrollos de ensayos automatizados 
porque mejoro la sensibilidad, especificidad y, por sobre todo, la 
reproducibilidad de los resultados. 

1.1 Enzimoinmunoensayo (EIE o ELISA) 

Los ELISAs (Enzyme-Linked-Immunosorbent Assay) emplean reac- 
tivos muy estables; son economicos y de gran sensibilidad. Poseen 
gran versatilidad porque permiten desarrollar diferentes formatos 
de acuerdo a la molecula que se desea poner en evidencia. La mo- 
lecula de capture es fijada a una fase solida (tubo, microplacas, 
microparticulas) y con la incubacion de la muestra (suero o plasma) 
a temperatures y tiempos definidos, se forma el complejo Ag-Ac, 
eliminandose los excedentes de muestra y reactivos que no inter- 
vienen en la reaccion mediante lavados con soluciones tamponadas. 
Los lavados son fundamentals para evitar la presencia de fondo 
(background) que pueda interferir en la lecture del resultado final. 

La deteccion del Ag o Ac o el complejo inmune Ag-Ac es co- 
lorimetrica, para lo cual se utiliza un sustrato cromogenico que es 
desdoblado por la enzima de marcacion (peroxidasa o fosfatasa al- 
calina). Luego se lee la absorbancia a una determinada longitud de 
onda, que puede transformar el resultado en un valor cualitativo o 
cuantitativo. 

1.2 Quimioluminiscencia 

Es la ultima tecnologla de marcado desarrollada. Utiliza una mole- 
cula que es capaz de emitir luz (Luminol, esteres de acridina) y su 
medicion se realiza en un luminometro. 

Existen 4 generaciones de quimioluminiscencia: 

• Quimioluminiscencia directa: el anticuerpo esta marcado direc- 
tamente con la molecula luminiscente. 

• Quimioluminiscencia indirecta: el anticuerpo esta marcado con 
una enzima, y esta actua sobre un sustrato, que es el que emite 
la luz. 

• Electroquimioluminiscencia: el anticuerpo esta marcado con 
un complejo Rutenio-TPA (Tripropilamina) que emite luz solo 
cuando es activado electricamente (flujo de electrones). 

• Quimioluminiscencia prolongada: es indirecta; una enzima ac- 
tua sobre un sustrato que va a emitir luz, pero hay una molecula 


Miden una de las moleculas intervinientes: Ag 6 Ac 

Marcacion isotopica: radioinmunoensayos 
(RIA): ( 125 l- 3 H [Tritio]) 

Marcacion fluorescente: inmunofluorescencia 
(IF): fluorescelna 

Marcacion enzimatica: enzimoinmunoensayo 
(ELISA): peroxidasa-fosfatasa alcalina 


Tabla 10.2. Inmunoensayos con Inmunomarcacion. 
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(potenciador) que acelera la reaction entre la enzima y el sus- 
trato. 

2 . Ensayos automatizados: definicion y clasificacion 

Estos ensayos penniten la deteccion de anticuerpos de clase IgG e IgM y 
de antlgenos virales en el suero o plasma sangulneo. Todas las reacciones 
son inmunoensayos con marcaciones enzimaticas o quimioluminiscentes. 

La mayorfa de ensayos automatizados para el diagnostico viro- 
logico poseen la plataforma clasica de los ELISAs sandwich (Fi- 
gura 10.1 ) o competitivos ( Figura 10.2), con gran sensibilidad y 
especificidad. 

El desarrollo de los ELISAs en equipos automatizados ha evo- 
lucionado en diversas generaciones de acuerdo al numero y la es- 
tructura de las moleculas de captura que fueron incluyendose en el 
fonnato, con el fin de mejorar la sensibilidad y la especificidad. En 
la actualidad los ensayos de 3 a generacion son los mas utilizados para 
el tamizaje ( screening ) y diagnostico de infecciones virales como el 
HIV, y las hepatitis A, B y C. De igual modo, existen desarrollos de 
4 a generacion donde la deteccion de anticuerpos y antlgenos puede 
realizarse en la misma platafonna (por ejemplo: la deteccion del Ag 
p24 de HIV y anticuerpos anti-HIV). Estos ensayos tienen una mejo- 
rada sensibilidad por reduction de los tiempos de ventana serologica. 

La automatization de estos ensayos permitio estandarizar las 
plataformas de deteccion. 

Los primeros equipos automatizados para ELISA permitieron el 
dispensado de las muestras y reactivos en forma automatica, con la 
incubation, lavados y lectura en el mismo equipo. Estos equipos po- 


dlan procesar desde una muestra a varias muestras dependiendo del 
diseno, pero tenlan la limitation de que solo realizaban un tipo de en- 
sayo por vez, es decir, trabajaban en lote (batch). Con la introduction 
del concepto de flujo continuo, los nuevos equipos automatizados 
para Virologia pueden detectar mas de un analito en forma simulta- 
nea e inclusive independizarse del numero de muestras, trabajando 
con tubos primarios y codigo de barras. La mayorfa de estos equipa- 
mientos posee un software bidireccional, que permite recibir y enviar 
datos al sistema informatico del laboratorio. 

Los ensayos automatizados para el diagnostico virologico se 
clasifican por su utilization: 

• Ensayos de tamizaje: se utilizan para estudiar la presencia de 
un analito o agente en poblaciones enteras (o en un subgrupo 
poblacional). 

• Ensayos de diagnostico: son utilizados para el diagnostico de 
una enfermedad en particular o una condition basada en la sos- 
pecha clinica que debe estar presente. 

• Ensayos confirmatorios: son tecnicas utilizadas para la veri- 
fication o confirmation de resultados previos (de otra determi- 
nation o prueba) que penniten establecer un diagnostico. 
Todos estos ensayos pueden ser cualitativos y cuantitativos, 

de acuerdo al tipo de resultado. 

2. 1 Ensayos automatizados cualitativos 

Son ensayos cuyos resultados se expresan en fonna binaria: Reac- 
tivo / No reactivo; Positivo / Negativo. Es decir, definen la presen- 
cia o ausencia de un analito por encima o por debajo de un valor 



Figura 10.1. ELISA Sandwich (para Ag o Ac). 


Reacciones competitivas 


Antlgenos de 



Epitopes antigenicos 
' adsorbidos sobre una 
fase solida 



♦ 

Y 

M \ Anticuerpos 
™ especlficos 

conjugados con el 
marcador 


Figura 10.2. ELISAs competitivos (con Ag como molecula de captura). 
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definido como valor de corte, que puede ser una concentracion de- 
terminada. El valor de corte es establecido para una determinada 
condition clfnica, que se evalua en la poblacion general. 

Los resultados se expresan en valores absolutos (sin unidades) y 
como la relation entre la absorbancia de la muestra y la absorbancia 
del valor de corte: S/Co ( Sample / Cut off). En Virologla, algunos de 
estos resultados son definidos como Relation de Positividad (RP). 

De igual modo, ambos ensayos comparten parametros a validar 
o verificar tales como sensibilidad, especificidad, reproducibilidad, 
y robustez; se diferencian entre si en que los ensayos cualitativos 
poseen solo un lfmite de detection mientras que los cuantitativos 
tienen este lfmite de detection y tambien poseen un lfmite de cuan- 
tificacion. 

2.2 Ensayos automatizados cuantitativos 


Cuantitativos 

Cualitativos 

Sensibilidad y especificidad 
Selectividad e interferencia 
Limite de detection 

Rango de linealidad 
Incertidumbre 

Exactitud, precision 

Robustez 

Limite de cuantificacion 

Sensibilidad y especificidad 
Probabilidad de falsos 
positivos y negativos 

Limite de detection 

Limite de corte ( Cut off) 
Incertidumbre, region de 

error 

Robustez 


Tabla 10.3: Parametros que valida el fabricante de ensayos au- 
tomatizados. 


Estas determinaciones expresan un resultado cuantificado en uni- 
dades definidas o consensuadas intemacionalmente. Estos ensayos 
tienen un rango dinamico expresado por una minima y una maxima 
concentracion del analito que se puede detectar. Dentro del rango 
dinamico esta el de utilidad clfnica del ensayo. Por ello, es importante 
conocer su llmite de cuantificacion, que no es necesariamente igual 
al lfmite de detection. 

Dcfinir el llmite de cuantificacion permite evaluar la repro- 
ducibilidad del ensayo, siendo aquel un evento importante espe- 
cialmente en aquellas determinaciones que definen una conducta 
terapeutica. 

3. Calificacion del instrumental 


) Corpus 
Editorial 


El ente regulador argentino INAME (Instituto Nacional de Medi- 
camentos) exige, mediante la disposition 853, la calificacion del 
instrumental que debe realizar el proveedor. Este proceso abarca 
dos etapas de procedimientos: calificacion de la instalacion y ca- 
lificacion de la operation. Ambos procedimientos deben realizarse 
en el lugar donde funcionara el instramento en forma sistematica. 

La calificacion de la instalacion verifica que el instrumento fun- 
cione y esta referida a las necesidades de consumo electrico, ampera- 
je, descarga a tierra, fuentes de poder accesorias e involucra tambien 
al software del equipamiento y su robotica. 

La calificacion de la operation es el procedimiento que veri- 
fica -mediante pruebas especificas- que el equipamiento realiza 
las determinaciones para las que fue disenado en las condiciones 
preestablecidas. Este proceso verifica, por ejemplo, las temperaturas 
de cubas de incubation, el funcionamiento de los lectores de absor- 
bancia, luminometros, volumenes de dispensadores, etc. 

Todo equipamiento automatizado debe disponer de su califi- 
cacion; de esta manera, el paso siguiente es la verification de los 
parametros de los ensayos que se realizaran con dicho equipo. 


4. Validacion y/o verificacion de los ensayos 


La validacion de los ensayos automatizados es realizada por el fa- 
bricante, evaluando los parametros segun sea un ensayo cualitativo 
o cuantitativo (Tabla 10.3). 

En los ensayos de Virologia, el usuario debe verificar gene- 
ralmente la sensibilidad, la especificidad y el valor de corte. Para 
ello, el laboratorio puede adquirir paneles serologicos comerciales. 


o utilizar muestras clfnicas de pacientes que cumplan con requisites 
definidos con respecto a la obtencion y conservation de las mismas. 

4.1 Estandarizacion 

Los ensayos automatizados en Virologia han permitido universali- 
zar las determinaciones de diagnostico que, hasta no hace mucho 
tiempo, carecfan de patrones de procedimientos. La estandariza- 
cion fue el principal logro de los ensayos virologicos automatiza- 
dos, es decir, permitir trabajar en igualdad de condiciones sin que 
el medio ambiente o el usuario puedan interferir en el resultado 
final. 

4.2 CONTROLES, CAUBRADORES Y ESTANDARES 

Las determinaciones automatizadas para el diagnostico virologico 
incluyen controles positivos y negativos que deben ser procesados 
paralelamente en cada procedimiento de analisis; dichos controles 
son provistos por el fabricante. Los calibradores y/o estandares son 
muestras que conservan la matriz del suero humano y que contie- 
nen una concentracion de un determinado analito. Se utilizan para 
calibrar un ensayo cuantitativo, para lo cual se dispone de varias 
concentraciones. 

5. CONCLUSIONES 

Los ensayos automatizados modificaron el concepto de diagnostico 
en el laboratorio de Virologia Clfnica. La posibilidad de disponer 
de un diagnostico rapido, especifico y a bajo costo, con todas las 
evaluaciones de calidad ha facilitado al medico la definition de 
conductas terapeuticas. 

La reproducibilidad, la estandarizacion, automatization y la in- 
dependencia del operador, configuran los principales factores que 
permiten comparer los resultados obtenidos en los ensayos de diag- 
nostico virologico entre diferentes laboratories. 

Por todo lo expresado, estos ensayos automatizados deben cum- 
plir con normativas de calidad, que surgen de programas de con- 
trol de calidad que cada laboratorio debe disponer para una mejora 
continua. Por ello son importantes para el laboratorio de Virologia 
Clfnica los programas de controles intemos y, sobre todo, el control 
externo de calidad, que pennite al laboratorio asegurar la confiabi- 
lidad de sus ensayos. 
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Introduccion al aseguramiento de la calidad y control 
de calidad en el laboratorio de Virologia Clinica 

Cristina M.Videla - Marta Torres 


1. Introduccion 

Los laboratorios clmicos producen resultados anallticos que son utiles 
para el diagnostics, pronostico, tratamiento, control de la evolucion 
y del tratamiento de numerosas enfermedades. Dada la importancia 
que tiene un resultado de laboratorio sobre la salud del paciente, es 
fundamental que ese resultado sea confiable y certero. Para ello, todo 
laboratorio debera contar con un sistema que asegure la calidad de 
sus resultados. 

Si bien los sistemas de gestion y aseguramiento de la calidad 
empezaron como una necesidad en la industria, estos conceptos se 
han extendido a todas las actividades incluyendo a la salud y los 
laboratorios de analisis clmicos. 

Existen diferentes normas internacionales que establecen mo- 
delos para implementar sistemas de calidad. Todas definen la ne- 
cesidad de disenar y mantener procesos documentados y registrar 
los resultados de las actividades. Ademas, indican el uso del medio 
escrito como soporte de la informacion de los resultados de los 
procesos. 

Existen varios modelos aceptados y consensuados de normas, 
emitidas por diferentes organizaciones privadas u oficiales que se 
pueden aplicar para implementar un sistema de calidad en los labo- 
ratorios: 

a) Las normas internacionales de la familia ISO-9000 constitu- 
yen un modelo de sistema de gestion de la calidad y son aplicables 
a cualquier organizacion. La ISO-900 1:2000 define los elementos 
del sistema de calidad. Tiene la ventaja de que puede ser aplicada 
a cualquier tipo de organizacion, es ampliamente reconocida y 
establece un punto de referencia para la comparacion de distintas 
organizaciones. Existen normas ISO mas especificas relaciona- 
das con la actividad de los laboratorios como la ISO 15189-2003 
Laboratorios Clmicos: Requisites Particulares para la Calidad y 
Competencia y la ISO 17025-2005 Requisites Generales para la 
Competencia de los Laboratorios de Ensayo y Calibracion. 

b) Normas de la Food and Drug Administration (FDA) de 
EE.UU.; que tiene caracter legal y regulatorio en ese pais. 

c) Normas CLSI ( Clinical and Laboratory Standards Institute) ex 
NCCLS (National Committee for Clinical Laboratory Standards). 

d) Estandares de la OMS -Organizacion Mundial de la Salud- 
para laboratorios clmicos a traves de diversos documentos publica- 
dos por esta organizacion. 

e) Normas IRAM (Institute Argentino de Normalizacion y Certi- 
ficacion): ISO 15189: IRAM traduce y adopta los documentos del 
TC 212 (Comite Tecnico en Salud) de ISO y participa en el Comite 
MERCOSUR de Normalizacion, subcomite CSMN 20 de Salud, 
que elabora normas para la region. 

2. Definiciones (Ficura 11.1) 

Definiremos algunos terminos de uso habitual relacionados con la 
calidad de una organizacion; en nuestro caso esa organizacion es 
el Laboratorio de Virologia, que puede formar parte del laboratorio 
general de analisis clinicos o funcionar en forma independiente. 

Calidad total: es una filosofia cuyo objetivo es la excelencia 
de los resultados y se basa en la mejora continua. No solo gestiona 
la calidad sino que desarrolla la calidad de la gestion y asegura 
la sustentabilidad de la organizacion en el tiempo a traves de la 



satisfaccion de todos los involucrados, desde el paciente hasta los 
tecnicos del laboratorio. 

Sistema de Gestion de la Calidad: es la estructura de una 
organizacion que se encarga de administrar de forma planificada la 
calidad de la empresa. Involucra el planeamiento, el aseguramiento 
y la mejora continua de la calidad de esa organizacion. El sistema 
de gestion de calidad tiene como punto de apoyo el Manual de Ca- 
lidad y se completa con una serie de documentos adicionales como 
manuales, procedimientos escritos, instrucciones tecnicas, registros 
y sistema de informacion. El Manual de Calidad es un documento 
donde se especifica la mision y vision de la empresa con respecto 
a la calidad. Normalmente, existe un profesional responsable de 
calidad que vela por el cumplimiento de lo que se especifica en 
el manual. Todo esto sigue una norma de calidad, siendo la mas 
utilizada la norma ISO 9000. 

Aseguramiento de la Calidad: Es el conjunto de acciones 
sistematicas encaminadas a proporcionar confianza en los ser- 
vicios que brinda el laboratorio, esto es que los resultados que 
aporta el laboratorio son correctos. El aseguramiento de la ca- 
lidad abarca todos los aspectos del proceso de analisis, desde 
la planificacion hasta la satisfaccion del paciente, e incluye las 
etapas pre-analitica, analitica y post-analitica (Tabla 11.1 - Fi- 
gure 11.2). 

Control de Calidad: Es una parte del sistema de aseguramien- 
to de la calidad y comprende todas las tecnicas y procedimientos 
destinados a monitorear los multiples factores que pueden afectar 
los requisitos de calidad. 

Suele distinguirse entre el Control de Calidad Interno y Control 
de Calidad Externo. 
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Personal, equipos, instrumental 


Figura 11.2. Flujo de trabajo del laboratorio. 


Los procedimientos de control sirven para comprobar que se 
mantiene un determinado nivel de exigencia para los resultados 
pero no aumentan ese nivel. Si se desea aumentar ese nivel la 
mejor estrategia es identificar las posibles fuentes de error de cada 
paso del proceso y disenarlo de manera que se prevengan los posi- 
bles errores. Por otra parte, los procesos de control de calidad no 
pueden detectar equivocaciones que afectan de forma particular a 
un resultado. 

Control Interno de Calidad: consiste en el monitoreo diario 
de todos los procedimientos llevados a cabo en el laboratorio. Per- 
mite validar los ensayos en forma prospectiva. 

Control Externo de Calidad: es el control de la calidad de 
los resultados realizado por una institucion ajena al laboratorio. La 
forma mas comun de control externo de la calidad son los llama- 
dos programas de comparacion entre laboratories o programas de 
evaluacion externa de la calidad, frecuentemente citados con las 
siglas EQAS (del ingles External Quality Assesment Scheme). Este 
programa consiste en que cada laboratorio participante recibe de la 
institucion a cargo del programa, especimenes para ser evaluados 
utilizando su metodologia habitual, sin conocer su resultado previo. 
La institucion organizadora del programa recopila estos resultados, 
los analiza y remite a cada laboratorio un informe sobre la calidad 
de sus resultados. 

Normas de Buenas Practicas del laboratorio -BPL ( Good 
Laboratory Practice- GLP ): Dcscriben un conjunto de nornias que 
deben observarse en un laboratorio cuando se efectua cualquier pro- 
cedimiento, desde la recoleccion de la muestra hasta la produccion 
de un informe, incluyendo normas de bioseguridad para el personal 
interviniente y para terceros. Estas BPL establecen el uso de: tecni- 
cas evaluadas y normatizadas, personal entrenado, procedimientos 
operativos normatizados y monitoreo permanente de la calidad de 
los resultados. 

Certificacion y Acreditacion: Estas actividades son realiza- 
das por diferentes organismos con autoridad para funcionar como 
agendas de acreditacion de laboratories tanto al nivel internacional 
como nacional. Certificar significa que el laboratorio cuenta con 
sistema de aseguramiento de la calidad. Acreditar es el reconoci- 
miento de la competencia tecnica del laboratorio, indica que el la- 
boratorio no solo tiene un sistema de aseguramiento de calidad sino 
que ademas cumple de manera adecuada con los requisites. Para 
ello se requiere que el laboratorio posea un plan de aseguramiento 
de calidad en el que consten los siguientes items: 

1 . Tener un responsable de supervision del programa 

2. Seleccion de tecnicas sobre la base de los requerimientos me- 
dicos de sensibilidad y especificidad 

3. Manuales de procedimientos revisados y actualizados periodi- 
camente y cada vez que se introduzca una tecnica o se modifi- 
que alguna ya existente 

4. Control de calidad interno registrado por escrito 

5. Control de Calidad Externo y su evaluacion 

6. Programas de mantenimiento y verificacion del funcionamiento 
de todo el instrumental. Registros de sus calibraciones 


Etapa Pre-anah'tica 

Recepcion e ingreso de la orden medica 
Procedimientos de obtencion de la muestra: indicaciones 
para el paciente, toma de muestra 
Capacitacion del personal 

Condiciones de obtencion y transporte de la muestra 
Manejo y conservacion de la muestra hasta su 
procesamiento 

Ingreso de informacion completa sobre el paciente 

Etapa analitica 

Mantenimiento del instrumental 

Control de los reactivos: fechas de vencimiento, 

calibraciones 

Capacitacion del personal 

Controles de calidad interno y externo 

Supervision de los procedimientos y registros de los pro- 

cedimientos 

Validation de los resultados 

Etapa post-anah'tica 

Redaction de informes claros y con valores de referenda 
Resultados en tiempo adecuados 
Informe de resultados criticos al medico 


Tabla 11.1. Variables que pueden afectar la calidad de los re- 
sultados. 

7. Control de fechas de vencimiento de reactivos, registros de la 
temperatura de heladeras, congeladoras, registros de calibration 
automatica de pipetas, etc. 

8. Programas de entrenamiento del personal 

9. Auditorias extemas 

Algunas instituciones que se ocupan de la acreditacion de los 
laboratorios segun sus propios requisites son: el College of Ameri- 
can Pathologists (CAP) de EE.UU. y el Clinical Pathology Accre- 
ditation (UK) Ltd (CPA) en Reino Unido. En Argentina, el Organis- 
mo Argentino de Acreditacion acredita laboratorios segun la Norma 
15189:2003 IRAM-ISO. 

3. Control de calidad en el Laboratorio de Viroloci'a 

En la Tabla 11.2 figuran las principales nornias que debera instaurar 
un laboratorio para tener un programa de control de calidad basado 
en las Buenas Practicas de Laboratorio. El punto de partida es contar 
con un manual de procedimientos en donde todos los procedimientos 
y tecnicas estandarizadas deben estar disponibles por escrito en el 
laboratorio para ser utilizado por el personal tecnico. Estos Manuales 
de Procedimientos Operativos (MPO), en ingles Standard Operating 
Procedures (SOP), deberan contener la description clara y detallada 
de: a) las tecnicas que se realizan en forma rutinaria; b) la preparation 
de los reactivos correspondientes; c) las medidas de bioseguridad; d) 
los procedimientos de control de calidad. 

Mientras los procedimientos juegan un papel importante en la 
obtencion de un diagnostico adecuado, la seleccion, la formation, 
la evaluacion y actualization continua del personal son tambien 
fundamentales en el funcionamiento del laboratorio. 

3. 1 Control de calidad interno 

En todo proceso de medicion se pueden producir errores. Existen 
dos tipos de errores, los aleatorios y los sistematicos. Los aleatorios 
son impredecibles, inherentes a toda medicion; su mayor o rnenor 
magnitud es la precision de la tecnica, que es una medida de la re- 
petibilidad del mismo. Los errores aleatorios se pueden minimizar 
con entrenamiento y supervision del personal y la adherencia es- 
tricta a los procedimientos escritos. Como ejemplo se pueden citar 
aquellos derivados de errores de pipeteo, cambios en los tiempos de 
incubation, etc. 
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1. Composition y organization del personal de 
laboratorio 

2. Formation y actualization tecnica del personal 

3. Elaboration del Manual de Procedimientos 
Operacionales (MPO) 

4. Selection de tecnicas anallticas 

5. Obtencion, identification, almacenamiento y 
transporte de muestras 

6. Mantenimiento y control periodico de equipos, 
pipetas y materiales volumetricos 

7. Descontaminacion, limpieza y esterilizacion de los 
materiales en uso 

8. Control de reactivos 

9. Normas de seguridad 

10. Controles internos y externos 

11 . Evaluation constante de mejoras tecnicas 

Tabla 11.2. Principales normas utilizadas para establecer un 
programa de control de calidad, segun las buenas practicas de 
laboratorio. 


) Corpus 
Editorial 


Los errores sistematicos son aquellos que se pueden prevenir y 
pueden ser generados por factores tales como el uso inadecuado o 
defectuoso de los materiales o aparatos mal calibrados. Pueden ser 
detectados por controles extemos y el parametro que los mide es la 
exactitud. 

El objetivo del control intemo de la calidad es detectar eventua- 
les anomalras en el proceso de medida. En el caso del laboratorio de 
Virologla se debe tener en cuenta que habra diferentes procedimien- 
tos de control, dependiendo si se trata de metodos de diagnostico 
directo (detection de antigeno, aislamiento o detection de acidos 
nucleicos) o de metodos indirectos o serologicos. 


3.1.1 Metodos de diagnostico directos 

Dentro de los metodos directos se encuentran: a) detection directa de 
antigenos por tecnicas como inmunofluorescencia, inmunoperoxida- 
sa, enzimoinmunoensayo, aglutinacion; b) procedimientos clasicos 
de aislamiento viral en cultivo de celulas y, c) tecnicas moleculares 
de detection de acidos nucleicos virales. Cada una de estas tecnicas 
debera tener sus controles intemos positivos y negativos que deberan 
incluirse cada vez que se realice la tecnica. En algunos casos, estas 
tecnicas son artesanales (home brew) desarrolladas en los laboratories 
y deberan ser debidamente validados con tecnicas ya existentes. 


Detection directa de antigeno viral. Existen en la actualidad 
equipos comerciales, que presentan como ventaja estar normatiza- 
dos y traen incorporados sus controles positivos y negativos. 

Debera controlarse el pH y la esterilidad de las soluciones que 
se utilicen. Los inmunosueros (anticuerpos monoclonales, antisueros 
marcados con fluoresceina) se titularan para determinar la dilution 
adecuada a utilizar y este procedimiento debera repetirse cada vez 
que se cambie el reactivo o regularmente, dependiendo de la fre- 
cuencia con que se realice el ensayo. Estas titulaciones se pueden 
realizar sobre celulas infectadas o sobre muestras clmicas conocidas. 
Debera llevarse un registro del comportamiento de los controles, de 
los antisueros, fechas de vencimiento, control y titulaciones. 

Aislamiento viral. Deberan controlarse los reactivos y otros su- 
ministros que pueden ser fuente de contaminaciones microbianas, 
toxicidad para los cultivos celulares e interferencias en la recupera- 
tion de algunos virus. Se realizaran controles de esterilidad a todos 
los medios, sueros y tampones utilizados para el cultivo celular. Las 
fuentes de toxicidad pueden ser algunos lotes de suero, agua de mala 
calidad, concentraciones elevadas de antimicrobianos, el contacto 
con ciertos materiales, el material de vidrio indebidamente lavado o 
tratado. 

El Control de Calidad Interno de los cultivos celulares incluye 
acciones que deberan estar especificadas en los Manuales de Proce- 
dimientos; como ejemplo, algunas de ellas son: 


Control Positivo de HBsAg 
Grafico de Levey Jennings 


+ 2 DS 

+ 1 DS 
Media 

- 1 DS 

- 2 DS 


1 3 5 7 9 11 13 15 17 19 

Dias de corrida 

Figura 11.3. Grafico de Levey Jennings. Control Positivo de HBs 
Ag por MEIA, AXSYM, Abbott. 



1 . Control del pasaje de las celulas especificando en los manuales 
hasta que numero de pasaje se utilizara. 

2. Frecuencia de su repique. 

3. Con cuantos dias de crecimiento del cultivo este se utilizara 
para el aislamiento viral de las muestras clmicas. 

4. Con cada inoculation de muestras clmicas se incluiran contro- 
les negativos (sin inocular) que se observaran y mantendran 
paralelamente con los cultivos infectados. 

5. Periodicamente, dependiendo del tipo de cultivo celular y el 
virus que se intente recuperar, conviene determinar la sensi- 
bilidad del sustrato a medida que aumentan los pasajes de los 
cultivos. Para ello, se pueden realizar titulaciones con un lote 
de virus de referenda, debidamente titulado. Otra alternativa 
es reemplazar los cultivos celulares en uso por otros nuevos 
de menor pasaje. 

6. Deberan mantenerse registros de control de calidad de todos los 
lotes de cultivo celular para establecer la necesidad de repetir 
inoculaciones, reponer celulas, etc. 

7. Registros de esterilidad, de confluencia, de acciones correctivas. 

8. En el caso de cultivos inoculados con muestras clmicas, re- 
gistrar en una planilla la fecha de inoculation, numero de lote 
de celulas, temperatura de incubation en la estufa, cambio de 
medios, aparicion de action citopatica, estado de las celulas, 
etc. 

Tecnicas moleculares. Las tecnicas moleculares de amplifi- 
cation de acidos nucleicos (NAT) para detection, identification y 
cuantificacion de virus constituyen una poderosa herramienta de 
diagnostico, precisamente por su alta sensibilidad. Sin embargo, 
requiere de extremos cuidados para evitar la generation de falsos 
positivos, que pueden producirse por contamination con otras 
muestras o mas frecuentemente por carry over de DNA de produc- 
tos ya amplificados, o tambien a partir de DNA clonado y de virus 
derivados de cultivo celular. 

Estos inconvenientes se pueden prevenir en parte siguiendo las 
reglas de Kwok e Higuchi que se refieren al diseno de un laborato- 
rio y los cuidados que deben seguirse en cada area para evitar las 
contaminaciones. Brevemente, estas reglas establecen: 

a. Tres areas separadas, una de preparation de reactivos y master 
mix, otra area de preparation de las muestras y un area de am- 
plification y detection. 

b. La circulation entre estas areas es unidireccional desde la zona 
limpia (area preparation de la muestra, area de preparation de 
reactivos) a la contaminada con producto amplificado (area de 
amplification y detection). 

c. Uso de tips con filtro 

d. Uso de pipetas separadas para cada area 

e. Reactivos fraccionados 

f. Uso de guantes y su cambio frecuente 

g. Uso de camisolines para cada area 
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3.2 Control de Caudad Externo 


h. Descontaminacion de mesadas y camaras, por ejemplo con la- 

vandina al 10%, luz ultravioleta, etc. 

Los controles internos a utilizar en las tecnicas de amplifica- 
cion, dependeran de los diferentes protocolos. Se aconseja utilizar 
un control positivo debil para evitar introducir una fuente de con- 
taminacion adicional. Este control podra serun plasmido, un lote 
de virus o una muestra cllnica. En estos casos se los puede incluir 
tambien como control del proceso de extraction del acido nucleico. 
Ademas, se debe incluir un control de los reactivos y un control 
negativo. 

3.1.2 Metodos de diagnostic*) indirectos o serologicos 

El monitoreo diario de cada ensayo debe realizarse median- 
te la evaluacion con sueros control, construyendo Cartas de 
Control. Los sueros control pueden provenir del equipo co- 
mercial, o ser sueros individuales o pool de sueros preparados 
por cada laboratorio o por los laboratorios de referenda. Se 
utilizan sueros controles positivos con titulos altos y bajos as! 
como tambien controles negativos para la determinacion que 
se desea controlar. 

Construction de Cartas de Control. Se deben realizar repe- 
ticiones de la determinacion serologica a controlar con los sueros 
control positivos y negativos, unas 20-30 veces a lo largo de 10-20 
dias de trabajo y se calcula la media y la desviacion estandar (DS) 
de los valores obtenidos. Luego se grafican los valores de la media 
y DS, siendo el limite superior e inferior media +/- 2DS (Figura 
11.3). 

En estos graficos se ingresaran diariamente los valores ob- 
tenidos con el control y los puntos se pueden unir dando lugar 
a los conocidos Graficos de Levey Jennings. En el eje de las X 
se colocara el dia o numero de corrida y en el eje de las Y los 
valores obtenidos para los controles que dependeran de la tecnica 
utilizada y podra ser un titulo de anticuerpos, la absorbancia, o 
la relation de positividad. El analisis de estas curvas de control 
permitira determinar irregularidades en el ensayo. Normalmente, 
se rechaza el proceso cuando los resultados de los controles supe- 
ran el limite de +/- 2DS o cuando el 10% o mas de los resultados 
de los sueros control se ubica consecutivamente cerca del limite 
superior o del inferior. Existen, ademas, otros criterios estadisti- 
cos para la detection de errores como las Reglas de Sheward o 
las Multi-reglas de Westgard. Cuando se detectan estos desvios 
debera revisarse todo el proceso para identificar errores y tomar 
las medidas correctivas. 


Los programas externos de calidad suelen ser organizados por aso- 
ciaciones profesionales u organismos oficiales. En los programas 
EQAS (Programa de Aseguramiento Externo de Calidad) se pro- 
cesan muestras desconocidas repartidas en el tiempo entre muchos 
laboratorios participantes del programa. Estos laboratorios reportan 
el resultado obtenido al organismo o institution responsable del 
programa de Control Externo. Los resultados son analizados esta- 
disticamente y se envia la evaluacion a cada laboratorio participan- 
te. Estos programas comenzaron como programas de participation 
voluntaria. Hoy, se han convertido en EE.UU. y otros paises en un 
requerimiento para poder funcionar y son requisitos para demostrar 
la calidad con fines de acreditacion. 

Un laboratorio que presenta una buena evaluacion en un progra- 
ma de calidad externa analizara correctamente las muestras de los 
pacientes ya que el tratamiento que reciben las muestras de control 
externo debe ser el mismo que el que recibe la muestra del paciente. 

En nuestro pals, un ejemplo de un programa de Control Externo 
de Calidad en serologia es el organizado por CEMIC, denominado 
Programa Buenos Aires (ProgBA). Este programa inicialmente se 
creo para control externo de marcadores de endocrinologia y en la 
actualidad se ha extendido a diferentes marcadores de hematologia, 
clinica medica y serologia para virus (desde 1998). 

El ProbB A envia a los laboratorios participantes del programa 
un juego de 12 muestras de sueros positivas y negativas para los 
diferentes marcadores virologicos. Los laboratorios participantes 
procesan mensualmente una muestra y envian sus resultados al 
ProgBA. Las determinaciones que se controlan son los principales 
marcadores que se estudian en el Banco de sangre (anticuerpos 
anti-HCV, anti-HIV 1/2, anti-HBV core, y HBsAg) y, ademas, 
otros marcadores como anticuerpos anti-rubeola, citomegalovirus, 
herpes y hepatitis A. 

Todos los meses, el ProgBA analiza los resultados recibidos | ^\J~j 

de los laboratorios, y determina el porcentaje de concordancia de 
esos resultados con el resultado previo (obtenido al momenta de la 
preparation de los sueros, por las tecnicas y las marcas comercia- 
les utilizados por los participantes) (Figura 11.4). Anualmente se 
realiza un informe final con todos los resultados, lo que permite 
determinar el desempeno de cada laboratorio. 

Este programa es voluntario y tiene fines educativos. Sus ob- 
jetivos son integrar al profesional bioquimico a la filosofia y a la 
practica del Control de Calidad, colaborar con el bioquimico en la 
confiabilidad de los resultados, comparar los resultados emitidos 
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Figura 11.4. Serologia para antigeno de superficie de hepatitis B (HBsAg). Informe final de los laboratorios participantes. 

a) Concordancias con los resultados previos en muestras positivas y negativas para HBsAg. Se observa un 97% de concordancias en 
muestras positivas y un 89% en las negativas. 

b) Tecnicas utilizadas por los laboratorios participantes. AGL: aglutinacion; EQLIA: electroquimioluminiscencia; MEIA: micro particulas 
inmunoensayo automatizado; ELFA: enzimoinmunoensayo fluorescente automatizado; ELISA: enzimoinmunoensayo; QUA: quimiolumi- 
niscencia. 

(Videla C. Informe final ProgBA, Modulo de Serologia. Programa XIX, 2005). 


B 



Capi'tulo 11 / Introduction al aseguramiento de la calidad y control de calidad en el laboratorio... 


249 


Tecnica cuantitativa 

Estudios de hormonas, conteo de 
celulas, hemostasia) 

Tecnica cualitativa 

Tecnicas confirmatorias de HIV y de 

HCV (WB, RIBA) aglutinaciones de latex, 
inmunoelectroforesis, inmunofluorescencia 

Tecnica semi-cuantitativa 

Serologia por 
Inmunofluorescencia 

Especificidad 

Especificidad 

Especificidad 

Repetibilidad y reproducibilidad 

No aplicable "1 

No aplicable J Sensibilidad 

No aplicable 

Justeza (aproximacion) 

No aplicable 

Sensibilidad: 

Limite de detection 

Limite de cuantificacion 

Sensibilidad diagnostics 

Sensibilidad diagnostics 

Linealidad 

No aplicable 

No aplicable 

Contamination entre muestras ( carry 
over), si es necesario 

Si 

Si 

Estabilidad 

Si 

Si 

Robustez 

Si 

Si 

Valores de referencia 

No aplicable 

No aplicable 

Interferencias 

Si 

Si 

Correlation con: 

tecnicas patron o 

tecnica usada anteriormente en el 

laboratorio 

Correlation con: 
tecnicas patron o 

tecnica usada anteriormente en el laboratorio 

Correlation con: 
tecnicas patron o 
tecnica usada anteriormente 
en el laboratorio 


Tabla 11.3. Validacion y verificacion de tecnicas de diagnostico. 


por los laboratorios participantes y controlar las metodologlas y el 
instrumental utilizados para las mediciones del laboratorio cllnico. 

Otro Programa Externo de Calidad en Serologia, organizado 
estatalmente en nuestro pais, es el que distribuye el Instituto Carlos 
corpus G. Malbran para la Red de Hepatitis Virales a todas las instituciones 
Editorial del pais que integran esa red. 

4. Eleccion de tecnicas de diagnostico y su validacion 

El proceso de validacion de las tecnicas analiticas constituye una 
etapa clave de un sistema de aseguramiento de calidad y es un re- 
quisite de las normas para la certification y acreditacion de labora- 
torios. La forma de realizar la validacion de una tecnica dependera 
si se trata de un procedimiento desarrollado en el laboratorio o si es 
comercial y, ademas, dependera de si se trata de un ensayo cuanti- 
tativo o cualitativo. 

La validacion de una tecnica analitica podria definirse como 
un proceso de evaluation sistematico para demostrar que el ensayo 
elegido curnple con los requisitos necesarios para el uso que se le 
va a otorgar; estos requisitos se traducen de manera practica en la 
determinacion de una serie de parametros de desempeno analitico, 
entre los que se pueden mencionar: 

1 . Precision: repetibilidad y reproducibilidad 

2. Exactitud 

3. Especificidad 

4. Limite de detection 

5. Limite de cuantificacion 

6. Linealidad e intervalo de linealidad. 

7. Robustez: insensibilidad de un ensayo analitico a pequenos 
cambios en el procedimiento 

La validacion implica que el comportamiento del ensayo se co- 
noce y que es posible evaluar la incertidumbre en el valor obtenido, 
de modo que el usuario puede estar seguro del grado de confianza 
del resultado. 

Si se trata de ensayos desarrollados en el laboratorio habra que 
determinar todas las variables especificadas anteriormente, y a este 
proceso se lo llama validacion del ensayo. Si se trata de ensayos 
comerciales habra que verificar que las especificaciones determi- 
nadas por el fabricante se comportan de la misma forma en el labo- 
ratorio. A este proceso se lo denomina Verificacion. En este caso se 


determinara: linealidad (rango de trabajo); estimar la imprecision 
y error al azar mediante un experimento de replication; estimar el 
sesgo y error sistematico mediante un experimento de comparacion 
de tecnicas. Antes de comenzar con la validacion de un nuevo pro- 
cedimiento se debera conocerlo y entrenar al personal sobre el. En 
la Tabla 11.3 se describen los parametros a determinar de acuerdo 
al tipo de tecnica. Existen guias para la determinacion de estos pa- 
rametros elaboradas por distintas organizaciones de normalization 
como la CLSI, OMS, etc. 

Presentaremos dos ejemplos de verificacion de tecnicas de 
diagnostico. La primera es el ensayo automatizado de detection 
de antlgeno de superficie de Hepatitis B (HBs Ag) por medio de 
la tecnica MEIA en el sistema AXSYM (Abbott). Se verificaron 
los parametros definidos por el fabricante de limite de detection 
(. cut off), reproducibilidad, sensibilidad y especificidad. Se utilizo 
el control positivo del equipo, que es trazable con el Estandar In- 
ternational de HBs Ag (WHO) con una concentration de 4-17 ng / 
ml y dos diluciones del mismo (10' 1 y 1 0" 2 ), que se denomino es- 
tdndar secundario (Ss). Se testearon 2 veces por dia durante 2 dias 
seguidos. Para evaluar el limite de detection y reproducibilidad 
se prepararon 20 replicandos del Ss en concentration un 20% por 
encima y un 20% por debajo del limite de detection propuesto por 
el fabricante de 0.6- 1.5 ng/ml. 

El valor de referencia de esta determinacion se expresa como 
la razon entre la lectura de la muestra/ lectura del negativo (S/N) y 
este valor debe ser mayor e igual a 2 para considerar un resultado 
positivo. De acuerdo a los resultados presentados en la Tabla 1 1 .4 la 
sensibilidad en diferentes concentraciones del estandar y el limite de 
detection coincide con el validado por el fabricante (0,6- 1,5 ng/ml). 

En la Tabla 11.5 se observan los resultados del experimento 
para determinar reproducibilidad. Este tipo de experimento requiere 
utilizar el estandar a dos concentraciones, una por debajo y la otra 
por encima del valor de corte y repetirlas 20 veces. Las concentra- 
ciones por debajo y por encima del valor de corte que presenten 
95% de resultados repetidos negativos 6 95% de positivos, respec- 
tivamente permiten determinar el intervalo 95% para ese valor de 
corte. 

La especificidad file evaluada en 100 donantes de sangre por 
duplicado. 

De este ensayo de verificacion se puede concluir que: a) El limite 
de detection obtenido coincidio con el propuesto por el fabricante en el 
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PURO (4-17 
ng/ml) 

10’ 1 

(0,4-1 ,7 ng/ml) 

10- 2 (0,04-0,17 
ng/ml) 

S/N 

21,06 (+) 

3,21 (+) 

1,38 (-) 

CV% 

1,91 

3,52 

3,97 


Tabla 11.4. Evaluation de la sensibilidad en diferentes concen- 
traciones del estandar secundarlo para deteccion de HBs Ag 
por MEIA, AXSYM, Abbott. (Martinez A., Lichstenztejn D., Suarez 
A., Aguiar G., Carballal G. "Validacion de un ensayo cualitativo au- 
tomatizado en Virologia". Revista Argentina de Microbiologia 2006; 
37: 54). 


Concentration Ss +20% 

Concentration Ss -20% 

Promedio S/N 

% positivo 

Promedio S/N 

% negativo 

2,97 (+) 

99 

1,32 (-) 

99,5 


Tabla 11.5. Reproducibllidad y limlte de deteccion en concentra- 
ciones del estandar secundarlo (Ss) cercano al valor de corte 
para deteccion de HBs Ag por MEIA, AXSYM, Abbott. (Martinez 
A., Lichstenztejn D., Suarez A., Aguiar G., Carballal G. "Validacion 
de un ensayo cualitativo automatizado en Virologia". Revista Argen- 
tina de Microbiologia 2006; 37: 54). 


Gold standard: Cultivo clasico + rapido 


Ensayo evaluado 
Antigenemia pp65 

Positivo 

Negativo 

Total 

Positivo 

14 (A) 

2(B) 

16 (A+B) 

Negativo 

0 (C) 

32 (D) 

32 (C+D) 

Total 

14 (A+C) 

34 (B+D) 

48 (N) 


Tabla 11.6. Comparacion de antigenemia pp65 con la tecnica patron (aislamiento en cultivo) para el diagnostico de infeccion 
activa por cltomegalovirus. (Videla C. "Citomegalovirus y trasplante renal: Experiencia del laboratorio de Virologia de CEMIC". Primer 
Simposio Internacional de Virologia Clinica en Argentina, Buenos Aires 5-8 de Noviembre, 2003). 


Sensibilidad = A/A+C x 100= 100% 

Especificidad = D/B+D x 100= 94% 

Valor predictivo positivo (VPP) = A/A+B = 87%. Es una medida de los falsos positivos 
Valor predictivo negativo (VPN) = D/C+D= 100%. Es una medida de los falsos negativos. 

Eficiencia = A+D/N corresponde al total de resultados que concuerdan con los resultados verdaderos = 95,8% 



inserto; b) considerando el Limite de confianza de 95%, las diluciones 
del Ss ± 20% tueron detectadas dentro de dicho intervalo por lo que los 
resultados en zonas cercanas al valor de corte son consistentes y repro- 
ducibles; c) el coeficiente de variation (CV%), foe menor en valores de 
dosis (S/N) altos que en los valores de dosis bajos: 1,92% vs. 3,97%. 
d) la especificidad en 200 muestras de 100 donantes de sangre file del 
99,5% y coincidio con las especificaciones del fabricante (99,95%). 

Otra forma de verification de ensayos cualitativos es reali- 
zar una comparacion de ellas, es decir, que las mismas mues- 
tras sean analizadas por dos o mas tecnicas y que los resultados 
sean comparados. Se compara el nuevo ensayo con respecto al 
procedimiento cualitativo ya en uso en el laboratorio, o con la 
tecnica patron ( gold standard) para esa determination, o con un 
procedimiento cuantitativo o con el diagnostico clinico. Tambien 
se pueden utilizar paneles de referenda o paneles de control de 
calidad externo (proficiency test). 


Con los resultados de comparacion se realizan tablas de contin- 
gencia (2 x 2) entre el ensayo a evaluar y la tecnica anterior o patron y 
asi se pueden estimar la sensibilidad, especificidad, el valor predictivo 
positivo, negativo y la eficiencia del procedimiento. 

A titulo de ejemplo, en la Tabla 11.6 se muestran los resul- 
tados para la validacion de la tecnica de antigenemia pp65 de 
citomegalovirus en polimorfonucleares de sangre periferica por 
inmunofluorescencia en comparacion con el gold standard para el 
diagnostico de infeccion activa por citomegalovirus (aislamiento 
en cultivo de fibroblastos, en tubos -procedimiento clasico- y 
en shell vials -procedimiento rapido). Las muestras de sangre se 
procesaron paralelamente mediante ambos procedimientos. 

Los resultados de este experimento demostraron que el ensayo 
evaluado presento muy buena sensibilidad y eficiencia comparada 
con el gold standard para el diagnostico de infeccion activa por 
citomegalovirus. 
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Conceptos sobre epidemiologia de las infecciones virales 

Jorge Lopez Camelo - Fernando Poletta 


1. £Que es la epidemiologia? 

La epidemiologia es el estudio de la distribucion de las enferme- 
dades y de sus factores determinantes. El termino epidemiologia 
se deriva de las palabras griegas "epi" que significa "sobre" y 
"demos" que es "pueblo", y se refiere al estudio de la salud y la 
enfermedad de las poblaciones humanas, especlficamente de los 
modelos de salud y enfermedad y de los factores que influyen 
sobre ellos. 

La epidemiologia difiere de la medicina clrnica en dos aspectos 
principales: 1) los epidemiologos estudian grupos de personas, no 
individuos; 2) los epidemiologos estudian personas sanas, ademas 
de enfermas y tratan de encontrar las diferencias entre los afecta- 
dos y los no afectados, la relacion entre estas diferencias y la etio- 
patogenesis de la enfermedad. 

Una vez obtenido el conocimiento epidemiologico de una 
enfermedad, se lo utiliza para tratar de entender las causas que 
la determinan, para programar polfticas de salud publica y en- 
cauzar el tratamiento. La aplicacion de esta informacion obte- 
nida de poblaciones en la toma de decisiones sobre pacientes 
individuales es lo que se conoce como epidemiologia clinica 
6 su denominacion mas reciente: medicina basada en la evi- 
dencia. 

2. Disenos e indicadores de efecto 

2 . 1 . TlPOS DE ESTUDIOS EN EPIDEMIOLOGIA 

El diseno de un estudio de investigacion epidemiologica consti- 
tuye una aproximacion teorica para poder abordar el problema o 


situacion a investigar. Constituye la parte mas importante de toda 
investigacion, ya que en este ejercicio teorico el investigador define 
y condiciona la forma, los procedimientos y el analisis a utilizar en 
la investigacion. 

Kleinbaum, Kupper y Morgenstren senalan como objetivos de 
la investigacion epidemiologica los siguientes: 

a. Describir el estado de salud de las poblaciones. 

b. Explicar la etiologia de las enfermedades. 

c. Predecir el numero de casos de enfermedad y la distribucion del 

estado de salud dentro de las poblaciones. 

d. Controlar la distribucion de la enfermedad en la poblacion. 

La utilizacion de diferentes abordajes (disenos de investigacion) 
para responder a estas eventuales hipotesis de trabajo obedece al 
tipo de problema o variable que intentara ser explicada, de alii la 
importancia de definir adecuadamente el problema o circunstancia 
a investigar. 

Existen numerosos esquemas para clasificar los disenos de in- 
vestigacion. Se ha adoptado aqui el que clasifica los estudios en ob- 
servacionales y experimentales. Los estudios observacionales son 
aquellos en que solo se observa a los sujetos y se registran sus ca- 
racteristicas y estudios experimentales son aquellos en los que existe 
algun tipo de intervencion por parte del investigador (administration 
de un farmaco, un procedimiento o un tratamiento) (Figura 12.1). 

Los estudios observacionales pueden ser descriptivos (no 
prueban hipotesis causa-efecto), entre los que se encuentran los 
reportes de serie de casos, los estudios de corte transversal y los 
estudios de prueba diagnostics; o analiticos (prueban hipotesis 
causales) como por ejemplo los estudios de casos y controles y los 
estudios de cohorte. 



Figura 12.1. Tipos de disenos de investigacion. 
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Por otro lado, los estudios experimentales son siempre analiti- 
cos y prospectivos, y si participan pacientes humanos son conoci- 
dos como ensayos clinicos. 

Reporte de serie de casos. Son simples recuentos descriptivos 
de caracteristicas interesantes observadas en un grupo de pacientes 
observados en un perfodo de tiempo relativamente breve. En gene- 
ral, estos informes no incluyen sujetos control, es decir personas sin 
la enfermedad o problema que se describe. 

Estudios transversales. Tambien conocidos como encuestas, 
estudios de prevalencia, y estudios epidemiologicos; estos estudios 
analizan las caracteristicas de un grupo de personas en un momenta 
determinado (mas que en un periodo dado). Estan disenados para 
determinar "^Que esta pasando?" En este tipo de estudios pueden 
estudiarse la relacion entre dos o mas variables de interes, aunque 
siempre la unidad de estudio es la poblacion. 

Estudios de prueba diagnostics. Dentro de los estudios transver- 
sal es, las tareas diagnosticas constituyen un area muy importante de la 
practica medica. Los procedimientos para evaluar cuantitativamente 
la eficacia de un proceso de diagnostico se basan en determinar su 
capacidad para clasificar correctamente los sujetos en dos o mas grupos 
(enfermos/sanos; infectado/no-infectado; etc.). Se trata de determinar 
como se ajustan a la realidad los resultados de clasificacion, obtenidos 
con la prueba diagnostica, y para ello es preciso conocer esa realidad 
mediante algun ensayo fiable (prueba de referencia o gold standard). 

El caso mas sencillo de prueba diagnostica es aquel en el que el 
resultado de la prueba es dicotomico, pudiendo entonces reflejarse en 
una tabla como la que se observa en la Figura 12.2a. 

En este contexto se utilizan indices para evaluar la calidad de 
la prueba diagnostica; los mas utilizados son: sensibilidad, especi- 
ficidad, valor predictivo positivo, valor predictivo negativo y valor 
global o eficiencia de la prueba. 

Sensibilidad (S). Es la proporcion de verdaderos positivos 
identificados por la prueba del total de enfermos. (S= a / a+c) 

Especificidad (E). Es la proporcion de verdaderos negativos iden- 
tificados por la prueba del total de sanos. (E= d /b+d). 


A) 

Tecnica de Referencia 
( Gold standard) 


Tecnica a 

evaluar 

Enfermos (+) 

Sanos (-) 

Total 

Positiva 

(T+) 

a) Verdaderos 
positivos (VP) 

b) Falsos 
positivos (VP) 

a + b 

Negativa 

(T-) 

c) Falsos 
negativos 
(FN) 

d) Verdaderos 
negativos (VN) 

c + d 

Total 

a + c 

b + d 

a+b+c+d 


B) 

Tecnica de 

Referencia 
(presencia del 
virus) 


S= 95% (87-100) 

Tecnica 

a evaluar 

SI (+) 

NO (-) 

Total 

E= 98% (94-100) 

RT-PCR 

Positiva 

23 

1 

24 

VPP= 95% (87-100) 

RT-PCR 

Negativa 

1 

56 

57 

VPN= 98% (94-100) 

Total 

24 

57 

81 

VG= 97% (89-100) 


Figura 12.2. Tabla de contingencia para pruebas diagnosticas. En 

B se puede observar un ejemplo de evaluacion de un ensayo de RT- 
PCR para detection de virus influenza A (datos de Atmar y col. 1 996). 


Valor predictivo positivo (VPP). Es la proporcion de sujetos 
que verdaderamente tienen la enfermedad, de entre los que dieron 
positivo a la prueba ( VPP= a / a+b). 

Valor predictivo negativo (VPN). Es la proporcion de sujetos 
verdaderamente sanos sobre el total de los que dieron negativo a la 
prueba (VPN= d / d+c). 

Valor global o eficiencia (VG). Es la probabilidad de acierto de 
la prueba, es decir los verdaderos positivos sumado a los verdaderos 
negativos sobre el total (VG= a+d / a+b+c+d). 

Podemos ver como ejemplo datos tornados del trabajo de Atmar 
et al. (1996) donde se evaluo la prueba de RT-PCR para la detec- 
cion de virus de influenza tipo A (Figura 12.2b). 

Estudios de casos y controles. Son estudios retrospectivos 
("^Que paso?") porque partiendo de la presencia o ausencia de un 
resultado (o enfermedad) se buscan analizar antecedentes para de- 
tectar posibles causas o factores de riesgo. En este tipo de estudio 
pueden analizarse mas de un factor de riesgo y su relacion con una 
patologfa. 

Estudios de cohorte. Este tipo de estudios son llamados tam- 
bien prospectivos ("iQue pasara?") debido a que el resultado de 
interes aparece despues de comenzado el estudio. En los estudios 
de cohorte los grupos de sujetos a comparar se forman de acuerdo 
a la presencia o ausencia de algunas caracteristicas que se sospecha 
sean precursoras de algun efecto en la salud o factor de riesgo de 
alguna enfermedad. Los sujetos son clasificados de acuerdo a su 
exposition o no al factor de riesgo de interes y son seguidos por un 
periodo de tiempo especificado a priori para luego analizar cuan- 
tos desarrollaron la enfermedad en cada grupo. Este tipo de diseno 
permite analizar la relacion entre un factor de exposicion y varias 
consecuencias en la salud. 

Ensayos clinicos. Son estudios en los que se busca obtener con- 
clusiones acerca del efecto de algun tratamiento o procedimiento en 
particular. En los ensayos clinicos controlados unos de los grupos 
de pacientes es sometido al nuevo tratamiento y se lo compara con 
otro grupo expuesto a un placebo o a algun tratamiento ya conoci- 
do. 

2 . 2 . Indicadores de efecto 

La epidemiologia debe utilizar information basica y aplicar herra- 
mientas analiticas adecuadas. A partir de la aplicacion de esto se 
obtendran las medidas cuantitativas que permitiran establecer las 
conclusiones. 

Para cumplir con su ciclo de investigation la epidemiologia 
debe elaborar tres tipos de medidas: 

1 . Medidas de ocurrencia: medidas de tendencia central (media, 
mediana, moda) y dispersion (desvio estandar, amplitud, per- 
centilos), frecuencias relativas y absolutas, tasas, razones, pro- 
porciones. 

2. Medidas de asociacion: riesgo relativo, riesgo atribuible, odds 
ratios , indices. 

3. Medidas de signification estadistica: derivadas de la aplicacion 
de tests estadisticos; por ejemplo: prueba de chi cuadrado (x 2 ), 
prueba t de Student, entre otros. 

Desarrollaremos brevemente algunas de ellas: 

Incidencia y prevalencia. Los indices de incidencia (frecuen- 
cia) y de prevalencia son las principales medidas de la enfermedad. 
La incidencia mide el numero de casos nuevos de un padecimien- 
to en una poblacion en un periodo de tiempo determinado. La pre- 
valencia en cambio, mide el numero de personas en una poblacion 
que tienen la enfermedad en un momento dado. 

N° de casos nuevos en un tiempo dado 

Incidencia = 

Poblacion con riesgo de desarrollar la enfermedad 

Total de casos en un tiempo dado 
Prevalencia = 


Poblacion Total 
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La incidencia mide la aparicion de la enfermedad y, en cambio, 
la prevalencia mide la existencia de la enfermedad en la poblacion. 

Una variation en la incidencia es consecuencia de un cambio 
en el equilibrio de factores etiologicos, ya sea debido a fluctuacio- 
nes naturales (estacionalidad) 6 posiblemente a la aplicacion de un 
programa preventivo eficaz. En consecuencia, la incidencia es una 
medida de importancia para el investigador que busca la etiologfa 
de la enfermedad. Por otra parte, la prevalencia depende principal- 
rnente de dos factores: incidencia y duration de la enfermedad. Por 
ende, un cambio en la prevalencia de una enfermedad puede ser 
consecuencia de un cambio en la incidencia, en el resultado de la 
enfermedad (restablecimiento o muerte), 6 en ambos. 



Enfermos 

Sanos 

Total 

Expuestos 

a 

b 

a + b 

No Expuestos 

c 

d 

c + d 

Total 

a + c 

b + d 

a + b + c + d 


Figura 12.3. Tablas de contingencia para medidas de riesgo. 


N° casos de la enfermedad por unidad de tiempo 

Mortalidad por casos = x 100 

N° muertes por enfermedad por unidad de tiempo 


Medidas de riesgo. El riesgo absoluto es sinonimo de inci- 
dencia (o frecuencia) y significa el indice de aparicion del estado 
o enfermedad. Es la cifra basica a partir de la cual se calcula el 
riesgo relativo. El riego relativo (RR) es el cociente entre el indice 
de incidencia en un grupo que presenta el factor (expuestos: por 
ej fumadores) y la incidencia en el grupo que no lo presenta (no 
expuestos: por ej. no fumadores) e indica al medico clinico en que 
medida esta aumentando el riesgo del paciente expuesto de sufrir la 
enfermedad en comparacion con el paciente no expuesto. La corres- 
pondiente tabla de contingencia puede ser observada en la Figura 
12.3. 

Riesgo Relativo (RR) = Incidencia en Expuestos Ie a / (a + b) 

Incidencia en No-Expuestos Ine c / (c + d) 
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Asimismo, el RR indica el beneficio que se podria obtener para 
el paciente si se eliminara el factor de exposicion. Es importante 
destacar de que el RR no mide la probabilidad de que alguien con 
el factor presente la enfermedad, ya que por ejemplo un RR = 3 sig- 
nifica que la probabilidad de presentar el padecimiento es 3 veces 
mayor para el paciente que presenta el factor comparado con otro 
individuo que no presenta el factor. 

Sin embargo, los individuos que presentan el factor podrian 
tener probabilidades muy bajas de adquirir la enfermedad, si esta 
fuera poco frecuente en la poblacion. Por esta razon el RR es una 
medida de efecto que puede calcularse a partir de estudios prospec- 
tivos (cohortes y ensayos clinicos), ya que en estos tipos de estudio 
se puede calcular, ademas, la incidencia de la enfermedad. 

En los estudios retrospectivos (casos y controles) donde se for- 
man los grupos de estudio como enfermos vs. no enfermos, no es 
posible calcular la incidencia de la enfermedad. En este caso, la 
medida de asociacion que permite cuantificar el riesgo se denomina 
Odds Ratio (OR) (Figura 12.3). 

a x d 


Odds Ratio (OR) = 

b x c 

Medidas de mortalidad. El indice de mortalidad global mide 
la proportion de la poblacion que muere cada ano o el numero de 
muertes en la comunidad con referencia a la poblacion total (que 
por conveniencia se toma usualmente a la poblacion a la mitad del 
ano). 

Todas las muertes 

Mortalidad global = en un ano civil x | ((00 = muertes por 1000 
Poblacion a mitad del ano 


La mortalidad global expresa la actual mortalidad observada en una 
poblacion bajo estudio y resume el efecto de dos factores: 1) la pro- 
babilidad de morir (que depende de la edad); y 2) la distribution de 
estratos de edad en la poblacion. 

Este fndice es una cifra combinada, por lo tanto debe ser el 
punto de partida para la obtencion de indices ajustados por edad, 
sexo, grupo etnico, segun causa, entre otras. 

Uno de estos indices ajustados, el indice de mortalidad por 
casos, representa la probabilidad de muerte entre casos diagnosti- 
cados o la mortalidad de un padecimiento determinado. 


Este indice se utiliza principalmente en enfermedades infec- 
ciosas agudas, aunque es limitada su utilidad para enfermedades 
cronicas porque el perfodo desde el comienzo hasta la muerte puede 
ser largo y variable. 

La mortalidad por casos para la misma enfermedad puede va- 
riar en distintas epidemias al modificarse el equilibrio entre agente, 
hospedero y ambiente. 

3. Epidemiologi'a de infecciones virales 

La epidemiologfa de las enfermedades infecciosas es caracteriza- 
da por la presencia de un agente infeccioso, la presencia de una 
poblacion susceptible y la capacidad de transmision del agente in- 
feccioso. 

A pesar que los principios, conceptos y metodos epidemiologi- 
cos son aplicables a la epidemiologfa de enfermedades infecciosas, 
otros conceptos adicionales son necesarios para describir los feno- 
menos resultantes de la relation entre los eventos de la transmision 
de la enfermedad (contagios). Estos conceptos adicionales incluyen: 
la probabilidad de transmision, los patrones de contacto y el numero 
basico de reproduction. 

La principal caracterfstica de la epidemiologfa de enfermedades 
infecciosas (en relation a enfermedades cronicas) es la considera- 
tion de la exposicion (infection) como un proceso dinamico que 
incluye tipo de contacto, patrones de infectividad, susceptibilidad, 
grado y duration de la infection. 

4. LlNEAS DE TIEMPO DE LA INFECCION 

La historia natural de toda enfermedad infecciosa presenta una di- 
namica propia de la transmisibilidad y de la patogenia, cuya com- 
prension es fundamental para el diagnostico y para la adoption de 
adecuadas medidas asistenciales y de prevention. La lfnea de tiem- 
po a partir de la exposicion al agente infeccioso puede ser descripta 
con referencia a la dinamica de la infectividad (transmisibilidad) y 
a la de la enfermedad (patogenicidad) (Figura 12.4). 

Si consideramos la infectividad, a partir de la exposicion de un 
individuo susceptible a un agente infeccioso, comienza el perfodo 
de latencia, que puede definirse como intervalo de tiempo com- 
prendido entre el momenta de exposicion y el inicio de la transmi- 
sibilidad del agente infeccioso. Durante la incubation el individuo 
afectado aun no es infectivo. El perfodo de transmisibilidad es el 
intervalo durante el cual se puede transmitir la infection. En cuanto 
a la enfermedad, a partir del momenta de la exposicion ocurren: el 
perfodo de incubation: intervalo que transcurre desde el momenta 
de la exposicion hasta la aparicion de los primeros sintomas o sig- 
nos (periodo prodromico), y luego el periodo de manifestaciones 
clfnicas durante el cual el hospedero presenta signos y sfntomas 
clinicos caracteristicos de la enfermedad. La configuration de las 
lineas de tiempo son especificas para cada agente y el conocimiento 
de ellas tiene importantes implicancias en la salud publica y en el 
diseno de estudios de investigation. 

Por ejemplo, para la varicela el perfodo de latencia es mas corto 
que el periodo de la incubation, de tal forma que un nino con varicela 
se toma infeccioso antes de la aparicion de los primeros sfntomas. En 
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el vims de inmunodeficiencia adquirida (HIV) el agente infeccioso 
tiene un corto perfodo de latencia (en el orden de dlas a semanas) y 
un largo periodo de incubation (mediana mayor a 10 anos), de tal for- 
ma que una persona infectada con HIV puede infectar a otra persona 
por un largo perfodo de tiempo antes de que los primeros sfntomas 
aparecen. Esta dinamica del HIV constituye un verdadero dilema en 
Salud Publica para implementar acciones de prevention. 

La cadena epidemiologica es la serie de eslabones que inter- 
vienen en la transmision de un agente desde una fuente infectiva 
a un huesped susceptible. Se identifican cuatro areas principales: 
agente causal, mecanismos de transmision, hospedero susceptible 
y medio ambiente. Las propiedades que caracterizan los efectos del 
agente etiologico son: la transmisibilidad, la patogenicidad, y la 
inmunogenicidad. 

La transmisibilidad es la capacidad del agente para propagarse 
de un hospedero a otro, ello depende de la infectividad: la capaci- 
dad para penetrar en los tejidos y multiplicarse, de la frecuencia de 
contactos que el hospedero mantiene con susceptibles y del tiempo 
durante el cual el mismo elimine los patogenos. Un parametro fun- 
damental en la epidemiologfa de las enfermedades infecciosas es la 
probabilidad de transmision. 

5. Probabilidad de transmision 

La probabilidad de transmision es la probabilidad que, dado un con- 
tacto entre un agente infeccioso y un hospedero susceptible, transfe- 
rira exitosamente la infeccion de tal forma que el nuevo hospedero 
se tome infectado. Estimar la probabilidad de transmision y su varia- 
bilidad en una poblacion es importante para entender la dinamica de 
la infeccion y evaluar el efecto de la intervention. La probabilidad 
de transmision depende de las caracterfsticas del agente infeccioso, 
la susceptibilidad del huesped, el tipo y la definicion de contacto. 

5. 1. Estimacion de la probabilidad de transmision 

Pueden utilizarse varios metodos para estimar la probabilidad de 
transmision. Dos metodos, cuyos abordajes son opuestos, son fre- 
cuentemente utilizados: 

1 . Tasa de ataque secundaria 

2. Metodo binomial. 


El primero identifica los individuos infectados e identifica la 
proportion de individuos susceptibles. El metodo binomial comien- 
za identificando los individuos susceptibles para estimar la tasa de 
infectados. 

5.2. Tasa de ataque secundaria 

El concepto del metodo de tasa de ataque secundaria o caso-con- 
tacto es identificar a las personas susceptibles que hicieron contacto 
con el agente infeccioso, segun definicion metodologica a priori de 
contacto. Las personas infectadas que introdujeron la enfermedad 
son llamados casos indices o casos primarios, los infectados por 
este se denominan casos secundarios y los infectados por estos 
casos terciarios. Entonces, la Tasa de Ataque Secundario (TAS) 
es la probabilidad de ocurrencia de la enfermedad entre personas 
susceptibles identificadas (o presuntamente identificadas) que hicie- 
ron contacto (segun definicion operativa) con la persona infectada. 
Se calcula como: 

Numero de personas expuestas que desarrollaron la enfermedad 
Numero total de personas susceptibles expuestas 

Los datos requeridos son el conocimiento del periodo de in- 
feccion, el de incubacion, la definicion de contacto y la identifica- 
tion de personas susceptibles. Por ejemplo, para estimar la TAS de 
varicela en una casa con 8 personas (susceptibles), de la cual dos 
fueron infectados por el caso indice, la TAS= 2/8 = 0.25, es decir 
25% resultaron infectados. La estimativa de la TAS es usada fre- 
cuentemente para evaluar la efectividad de una vacuna o campana 
de vacunacion. 

5.3. El Modelo Binomial 

El modelo binomial es frecuentemente usado cuando las personas 
susceptibles hacen mas de un contacto con personas infectadas. La 
probabilidad de transmision durante un contacto entre una persona 
susceptible y una persona infectada es denotada como p. La probabili- 
dad de personas susceptibles que escapan a la enfermedad es denotada 
como q = 1-p. Supongamos que una persona hace n contactos con una 
persona infectada o 1 contacto con n personas infectadas, la probabi- 
lidad de ser infectada durante cualquier contacto es independiente de 
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Figura 12.4. Curso natural de las enfermedades infecciosas (Modificado de Halloran ME, 2001). Nota de los editores: el termino 
latencia hace mention en este diagrama al periodo de la infeccion que comprende desde el momenta en que se inicia la misma, hasta la 
production de la progenie viral transmisible. No se refiere en sentido virologico estricto al concepto de latencia viral ex presado en esta obra 
en el capitulo 5 ("Patogenia de las infecciones virales") u otro como el 23 ("Familia Herpesviridae"), donde se define la latencia como la 
mantencion del genoma viral funcional -durante toda la vida del individuo-, sin production de virus infeccioso en dicho estadio). 
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cualquier contacto previo. Entonces la probabilidad de estar infectada 
despues de hacer n contactos es (1-q") = 1 - (l-p) n . La probabilidad de 
transmision bajo este modelo es estimada segun: 

Numero de susceptibles que se tornan infectados 
! Numero total de contactos con infectados 

La diferencia del modelo binomial con TAS es el denominador. 
Mientras que la tasa de ataque secundaria es el numero de suscep- 
tibles, en el modelo binomial es el numero de contactos. 

Por ejemplo, un estudio de la transmision del HIV fue reali- 
zado en una poblacion de 100 parejas sexualmente estables. A1 
comienzo del estudio un miembro de la pareja era infectado y el 
otro miembro susceptible. Veinticinco por ciento de los suscep- 
tibles se tornaron infectados durante el seguimiento. El numero 
de contactos sexuales reportados en el estudio entre el periodo de 
tiempo en que la primera persona se infecto y el final del estu- 
dio fue de 1.500. Entonces, la probabilidad de transmision fue de 
25/1.500 = 0,017. La probabilidad de infectarse despues de dos 
contactos con una persona infectada fue = l-(l-p) 2 = 0,034. Cuan- 
do no es posible identificar a las personas infectadas y sus vias 
de contactos con susceptibles, se puede estimar la probabilidad 
de transmision utilizando la prevalencia de la enfermedad como 
indicador indirecto. En este sentido, la probabilidad de infectarse 
de una pareja donde se desconoce el estado de la infeccion es 
Pp. La probabilidad de infeccion (PI) despues de n contactos es 
l-(l-Pp)" = PI. Conociendo la proporcion de personas infectadas 
durante el estudio, la prevalencia de la enfermedad y el numero 
de contactos se puede obtener la probabilidad de transmision p, 
despejando este indicador en la ecuacion. 

corpus 6. Numero basico de reproduccion 

Editorial 

El numero basico de reproduccion (R 0 ) de casos es el numero es- 
perado de casos de enfermedad producidos por un caso infectado 
durante su periodo de transmisibilidad cuando penetra en una po- 
blacion totalmente susceptible. No incluye los casos producidos por 
los casos secundarios y sucesivos. 

Por ejemplo, si R0=9 es el numero basico de reproduccion de 
casos de sarampion en una poblacion dada, indica que una persona 
con sarampion, en el periodo de contagio, puede producir nueve 
casos nuevos de sarampion. Cada agente infeccioso, en cada pobla- 
cion determinada tiene numero basico de reproduccion especificos. 
Por ejemplo, los valores de numero basico de reproduccion para 
sarampion en Europa antes de la vacunacion eran entre 15 y 17, 
para parotiditis entre 10 y 12, para rubeola entre 7 y 8 y para las tos 
ferina entre 16 y 17. 

El valor poblacional de R 0 es de fundamental importancia 
para la salud publica de la poblacion. Un R Q > 1, indica que 
en dicha poblacion es altamente probable que se produzca una 
epidemia, un valor R =1, es el estado de una endemia en dicha 
poblacion y un valor de R 0 <1, es que la enfermedad en cuestion 
esta bajo control y que tiende a desaparecer. Las tasas de R0 son 
especificas para cada poblacion o en un determinado periodo de 
tiempo. Por ejemplo, el sarampion tiene un R 0 menor en areas 
rurales que urbanas y la malaria tendra un R 0 mayor durante la 
estacion climatica donde es alta la tasa de densidad del mosquito 
vector . En HIV, el R 0 en usuarios de drogas intravenosas sera 
mayor que en una poblacion de individuos que no las usan. El 
numero de basico de reproduccion es una cantidad adimensio- 
nal y la sola information no permite entender la dinamica de la 
infeccion. Por ejemplo, el numero basico de reproduccion puede 
ser R 0 =9 para sarampion e identico al numero de HIV en usua- 
rios de drogas intravenosas. Sin information adicional tal como, 
la tasa de transmision, duration del periodo de infeccion no es 
posible llegar a conclusiones sobre el impacto de la enfermedad 
en la poblacion, information necesaria para la adoption de ac- 
ciones de prevention. 


Por definition, el numero basico de reproduccion asume que 
todos los contactos son susceptibles, simplification que en pobla- 
ciones reales no se cumple ya que existe alguna proporcion de indi- 
viduos en la poblacion que son inmunes a la infeccion. Por lo tanto, 
el numero esperado de nuevos casos producidos por un individuo 
infectado sera siempre menor al numero basico de reproduccion 
(R 0 ) y este nuevo numero es llamado numero reproductive efectivo 
®. El numero reproductive efectivo es funcion del numero basico 
de reproduccion y la proportion de personas susceptibles en la po- 
blacion (x); y es denotado por R= R 0 . La proporcion de personas 
susceptibles es dependiente de la edad, por lo tanto, cuanto mas 
alta es la edad promedio de la infeccion menor el numero basico 
reproductive. Por ejemplo, el promedio de edad de la infeccion en 
sarampion fue entre 5 y 6 afios en EE.UU. en 1950, mientras el de 
rubeola file entre 9 y 10 afios. Por lo tanto, el numero basico repro- 
ductive para sarampion fue mayor que el de rubeola. 

6. 1. Estimando el numero basico de reproduccion 

La estimation directa del numero basico de reproduccion no es 
facil. Los metodos indirectos pueden ser utilizados asumiendo que 
la transmision de la infeccion esta en equilibrio dinamico. Uno de 
los metodos se basa en que la tasa de incidencia y prevalencia de 
una enfermedad no cambian, entonces un caso infectado produce en 
promedio otro caso infectado, es decir R=1 (numero reproductive 
efectivo). De la relation R= x R (| , la proporcion de susceptibles es 
x= 1/Ro, entonces R 0 es igual a la inversa de la proporcion de sus- 
ceptibles. Por ejemplo, Fine y Clarckson (1982) analizaron la tasa 
de incidencia por edad especifica y los niveles de inmunidad para 
sarampion en Inglaterra y Gales desde 1950. Elio estimaron una 
tasa de susceptibles en tomo a 4 millones de habitantes en el total 
de la poblacion, aproximadamente el 9% (0.09). Por lo tanto el R (| 
para sarampion = 1/0.09= 1 1 . 

7. La tasa de incidencia como funcion de la 

PREVALENCIA Y LA TASA DE CONTACTO 

7. 1. Tasas de contacto y modelos 

Apesar que los conceptos de incidencia y prevalencia en epidemio- 
logla general son similares, en la epidemiologla de las enfermeda- 
des infecciosas la dependencia de eventos en enfermedades infec- 
ciosas da como resultado relaciones adicionales entre incidencia y 
prevalencia. En este sentido, la tasa de incidencia de una enferme- 
dad puede ser expresada como funcion de la tasa de prevalencia (P), 
la probabilidad de transmision (p) y la tasa de contacto (c) para un 
periodo de tiempo determinado (t) de personas infectadas. Dc esta 
forma la tasa de incidencia en un periodo de tiempo: 

I(t)= cpP(t) (1) 

Bajo esta forma, el numero de personas que se torna infectado 
por unidad de tiempo (incidencia) depende del numero de afecta- 
dos, la prevalencia de la enfermedad, la tasa de contacto y la pro- 
babilidad de transmision. Por ejemplo, en malaria la probabilidad 
que un individuo se torne infectado por la picadura de un mosquito 
(probabilidad de transmision), puede ser estimada despejando de 
la formula (1) como p= I(t)/cP(t), donde I(t) es la incidencia esti- 
mada de nuevos casos de infeccion de malaria, c es el numero de 
picaduras de mosquitos por persona por unidad de tiempo y P(t) es 
la proporcion de mosquitos capturados con el agente infeccioso en 
sus glandulas salivales. 

8. VlGILANCIA EPIDEMIOLOGICA 

Es la recoleccion permanente y sistematica de information para de- 
terminar la distribution y tendencias de las enfermedades, en espe- 
cial aquellas que tienen o puedan tener gran trascendencia sanitaria 
y social. Posee tres objetivos basicos: identificar problemas, orientar 
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las intervenciones y sugerir hipotesis para la investigation. Los prin- 
cipals sistemas utilizados son la declaration obligatoria de enferme- 
dades, la notification realizada por los laboratories, los registros de 
enfermedades y los sistemas centinela. Cada pais de acuerdo con su 
situation epidemiologica determina la lista de enfermedades infec- 
ciosas a notificar a la administration sanitaria. 

Como ejemplo de vigilancia epidemiologica se puede mostrar 
las medidas de reciente implementation por parte de los paises del 
Cono Sur para el caso de una eventual pandemia de influenza (fuen- 
te: Red de vigilancia de enfermedades infecciosas emergentes del 
cono sur. OPS, 2005; http://www.paho.org) 

En Argentina, las medidas consistieron el fortalecimiento de 
una red de vigilancia con unidades centinelas localizadas en la 
Capital Federal, Cordoba, Neuquen, Provincia de Buenos Aires 
(Mar del Plata), Rio Negro, Salta, Santa Cruz, y Tucuman. Se 
fortalecio la capacidad diagnostica de nuevas cepas de influenza 
en los centros nacionales de influenza (CNI) incluyendo influenza 
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Infecciones respiratorias de origen viral: 
Impacto y diagnostico etiologico 

Guadalupe Carballal - Marcela Echavarria 


1. Definiciones 

Los virus productores de Infection Respiratoria Aguda (IRA) penetran 
por la mucosa del tracto respiratorio, replican en el y producen 
cuadros respiratorios de diferente gravedad. La infection ocurre 
habitualmente por inhalation de aerosoles con gotitas de Fliigge o 
por gotas mayores, contaminadas con secreciones infectadas. Es muy 
frecuente la auto-inoculacion por manos contaminadas o por fomites 
(mascaras de oxigeno, nebulizadores, panuelos, etc.) (Figura 13.1). 

Los virus respiratorios que pueden producir infection en el ser 
humano son numerosos (Tab la 13.1). Algunos son conocidos desde 
hace mucho tiempo (influenza, respiratorio sincicial, adenovirus, 
rinovirus, parainfluenza, etc.) mientras que otros (metapneumo virus 
humano, bocavirus, coronavirus HCo V- NL 63, SARS, etc.) se 
descubrieron en los principios del siglo XXI mediante metodologias 
moleculares. Aprincipios de 2009, se detecto la primer pandemia 
de influenza de este siglo que fue producida por la emergencia de 
un nuevo virus influenza A(H1N1). 

Las IRA se clasifican en altas o bajas, segun afecten al tracto 
respiratorio superior 6 inferior, respectivamente. Las IRA altas afectan 
los organos ubicados por encima de la laringe y los cuadros clinicos 
pueden ser rinitis, laringitis supraglotica, faringitis, sinusitis y otitis. 
Las IRA bajas afectan los organos ubicados por debajo de la laringe 
y los cuadros son: laringitis subglotica, laringotraqueobronquitis, 
traqueitis, bronquitis, bronquiolitis y neumonia. 

La etiologia de las IRAs puede ser de diverso origen: viral, 
bacteriano, por micoplasmas, clamidias, ricketssias, hongos, y con 
mucha menor frecuencia, parasitos. Pero la causa mas frecuente son 
los virus y las bacterias. 

Se debe diferenciar a los virus respiratorios propiamente dichos, 
de otros que tambien emplean el tracto respiratorio como puerta de 
entrada y replican en su mucosa y tejido linfoide pero no quedan all! 
localizados, sino que se diseminan por viremia a otros organos (por 
ejemplo: rubeola, sarampion, parotiditis, viruela, etc) 


Transmision: 

aerosoles, manos 
contaminadas, fomites 

Eliminacion de influenza 

Adultos: desde 1 dia antes de los 
sintomas hasta 5 dias despues 

Ninos: mas de 10 dias 

Inmunocomprometidos: 

semanas a meses 


Figura 13.1. Diseminacion de virus respiratorios. Ejemplo: in- 
fluenza. 


Este capitulo describe el diagnostico de los virus causantes de 
IRA en conjunto. Sus caracterfsticas, cuadros clinicos, epidemiologia 
y diagnostico especlfico se tratan en los capitulos correspondientes. 
La patogenia, mecanismos de defensa y evasion inherentes a estas 
infecciones se tratan en los Capitulos 5, 7 y 8, respectivamente. 

1.1 Impacto 

Las IRA altas constituyen la mayor causa de morbilidad en el 
ser humano en todo el mundo, mientras que las IRA bajas son 
una de las primeras causas de mortalidad en ninos menores de 
4 anos en paises en vias de desarrollo. 

Los individuos en mayor riesgo de padecer una IRA baja grave 
de origen viral son: ninos pequenos; ancianos; pacientes con enfer- 
medades cronicas e inmunosuprimidos. 

Las IRA tienen altos costos directos e indirectos para las familias, 
los servicios de salud y la comunidad en general. 

Es de destacar que el diagnostico clinico de estas infecciones no 
permite asegurar cual es el agente etiologico, ya que muchos virus 
pueden producir cuadros clinicos similares. El diagnostico rapido 
y especlfico de las IRA de origen viral, disponible en la actualidad, 
tiene un alto impacto en el manejo del paciente y en la prevention 
de la diseminacion de estos vims. Numerosas publicaciones dernues- 
tran el costo/beneficio de realizar estos diagnosticos. Por ejemplo, 
el diagnostico rapido de virus respiratorios en pacientes intemados 
permite reducir hasta un 50% el tiempo de estadia en el hospital, 
hasta un 30% el uso de antibioticos y hasta un 20% el empleo de 
otros procedimientos de diagnostico innecesarios (Halasa, 2005). 

Un ejemplo del impacto de las IRA en los Servicios de Salud lo 
demuestran los datos publicados para EE.UU. (Henrickson, 2005) 
durante los anos 2003-2004 que registraron: 

- En menores de 5 anos: 2 880 000 casos de IRA baja de origen 

viral, por ano. De ellos, medio millon requirio hospitalization y 

500 fueron casos fatales asociados al virus sincicial respiratorio 

y 200 a influenza. 

- En adultos: 1 1 millones de casos, de los cuales 208 000 debie- 

ron ser hospitalizados. Se registraron 61 000 casos fatales por 

IRA baja por ano (36 000 por influenza y 17 000 por sincicial 

respiratorio y otros vims. 

Para Argentina no existen publicaciones indexadas sobre el 
impacto de las IRA de origen viral. Sin embargo, se realiza una 
activa Vigilancia Epidemiologica y los registros sobre la frecuencia 
y estacionalidad de los virus respiratorios se pueden consultar en el 
Boletln del Gmpo de Vigilancia de influenza y otros virus respiratorios 
(GROG) o en las paginas web del Ministerio de Salud de la Nation. 

El impacto de la pandemia por el nuevo vims influenza AH INI 
se describe en el Capitulo 59. 

2 . Virus respiratorios que afectan al ser humano 

Y NOCIONES DE EPIDEMIOLOGIA 

Los virus respiratorios que pueden afectar al ser humano se muestran 
en la Tabla 13.1. 
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Cuadro cltnico 

Serotipos (S) / genotipos (G) 

Vacuna * 

Frecuentes 

Rinovirus 

IRA alta (resfrlo comun) y baja 

mas de 100 S 

no 

Influenza A y B 

Gripe o influenza, e IRA baja 

varios subtipos, variaciones 
antigenicas mayores y menores 

si 

Sincicial respiratorio 

IRA alta y baja (bronquiolitis del lactante 

Grupos A y B; varios G 

en desarrollo 


y neumoma -menos frecuente-) 

muchas variantes 
antigenicas 


Adenovirus 

IRA alta: 

S: 1,2, 3. 5, 6, 7 

no** 


IRA baja (bronquiolitis necrotizante; neumoma) 

S: 3, 4, 5, 7,21,5 


Parainfluenza I, 2, 3, 4 

IRA alta: crup, laringitis, IRA baja 

4 S 

no 

Emergentes a partir del aho 2000 

Influenza aviaria 

IRA baja grave 

H5N 1 y otros 

si 

Influenza A (H 1 N 1 ) 

Pandemica 2009 


si 

Nuevos coronavirus 




NSL63 (grupo I) 

IRA alta y baja (menos frecuente) 

2 G 

no 

HKU1 (grupo II) 

IRA alta y baja 

2 - 3 G 

no 

SARS 

IRA baja severa 


en desarrollo 

Nuevos paramixovirus 

Metapneumovirus 

IRA alta y baja (bronquiolitis, neumoma) 

G: Ay B: 

2 linajes en cada genotipo 

no 

Nuevos parvovirus humanos 



Bocavirus 

IRA alta y baja, diarrea, viremia 

i? 

no 

PARV4 

en estudio 


no 

Nuevos poliomavirus 

Poliomavirus respiratorio 

KiAVu 

en estudio 


no 

Menos frecuentes 

Coronavirus humanos Tradicionales 



Grupo 1: 229E 

IRA alta 

2 S 


Grupo 2: OC43 

IRA alta 


no 

Enterovirus 

IRA alta, herpangina, ulceras orales 



ECHO, Coxsackie 



no 

Epstein-Barr 

faringitis 


no 

Sarampion 

IRA alta y baja: crup y bronquiolitis en ninos 
neumoma (menos frecuente) 


si 

Parotiditis 

IRA baja, poco frecuente 


si 

Infrecuentes en poblacion general 

Hantavirus 

Slndrome pulmonar por hantavirus 

varios G 

no 

En pacientes inmunocomprometidos 

Herpes simplex 

traqueobronquitis, neumoma 


no 

Citomegalovirus 

neumonitis intersticial 


no 

Varicela-zoster 

neumonitis intersticial 


si 

Epstein-Barr 

neumonitis intersticial 


no 


Tabla 13.1. Virus productores de infeccion respiratoria en humanos. * Vacunas disponibles al ano 2010. Existe una vacuna atenuada 
conteniendo los serotipos 4 y 7, que se administra por via oral al personal militar de EE.UU. y Canada. IRA: infeccion respiratoria aguda. 
S: serotipo. G: genotipo. 
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Estos vims tienen una distribution universal y ocurren en todos 
los grupos etarios, aunque son mas frecuentes en infantes y ninos 
pequenos. 

Presentan un periodo de incubation corto (1-4 dias) y se di- 
seminan de persona a persona por aerosoles o por fomites. La 
inmunidad contra estos virus no es completa y son frecuentes las 
reinfecciones. Las sobreinfecciones bacterianas (otitis, sinusitis, 
traqueobronquitis, neumonia) suelen ser una complication frecuente 
de las infecciones inicialmente virales. 

Las infecciones respiratorias altas (IRA alta) presentan una alta 
morbilidad. Se estima que cada nino sufre de 6 a 9 episodios por ano, 
mientras que los adolescentes y adultos padecen de 2 a 4 episodios 
por ano. 

En EE.UU. ocurren 1 .500 millones de IRA alta por ano y, aun- 
que los costos de esas infecciones son dificiles de estimar, existen 
dos claramente asociados: el exceso de prescription de antibioticos 
para infecciones que probablemente no son de origen bacteriano, y 
el aumento de la resistencia bacteriana a los antibioticos. 

Las IRA bajas son menos frecuentes pero su costo es mucho 
mayor. El 1,8% de ninos en edad escolar y el 13% de ninos en 
edad preescolar con IRA baja deben ser hospitalizados. El costo 
economico de las IRA baja en ninos internados se ha estimado 
en 2.400 millones de dolares por ano. Asimismo, el 11% de los 
adultos con IRA baja debe ser hospitalizado. 

La epidemiologla de los vims respiratorios varfa de acuerdo al 
area geografica. En los paises de clima frio a moderado estos vims 
suelen producir brotes epidemicos todos los anos en los meses mas 
frros. 

En Argentina, los brotes epidemicos por virus sincicial respi- 
ratorio se registran todos anos durante el otono e invierno; los de 
influenza tienen una similar distribucion y, a veces, se extienden 
hasta la primavera. Los adenovims y los virus parainfluenza suelen 
ser mas frecuentes en primavera. 

En las Figuras de los capitulos 15 y 17 se muestran ejemplos de 
la estacionalidad de los vims respiratorios en poblacion pediatrica 
de la ciudad de Buenos Aires. 

3. Importancia del diagnostico etiologico 

El diagnostico clinico de las infecciones respiratorias no permite 
precisar la etiologfa, ya que muchos signos y slntomas son similares 
en las infecciones virales. Sin embargo, existen algunas asociaciones 
caracteristicas. Porejemplo, los rinovirus y corona vims se asocian 
a cuadros de resfrfo comun, aunque este puede ser producido por 
muchos otros vims respiratorios; el virus sincicial respiratorio se 
asocia a bronquiolitis del lactante, pero puede producir neumonia 
asi como tambien IRA alta; los parainfluenza se asocian a larin- 
gotraqueobronquitis (crup); los vims influenza producen la gripe 
(influenza), sindrome que tiene una definition precisa (veanse los 
Capitulos 14, 38 y 59), pero este sindrome de influenza o enfermedad 
tipo influenza puede ser producido por varios virus respiratorios 
(sincicial respiratorio, adenovims, metapneumovirus, etc.) 


La importancia del diagnostico etiologico se observa en la 
Tab la 13.2. 

4. Metodos diagnosticos 

Los diferentes metodos que pueden emplearse para el diagnostico 
de vims respiratorios se muestran en la Tabla 13.3. 

Es importante recordar que el tltulo de vims en las secreciones 
respiratorias es mas alto en los primeros dias del inicio del cuadro 
clinico, disminuyendo luego rapidamente. Los ninos suelen presentar 
mayores tltulos virales en las secreciones respiratorias y eliminan 
vims durante periodos mas prolongados. 

Las muestras deben obtenerse en los primeros dias del co- 
mienzo de los sintomas ya que las posibilidades de detection son 
menores posteriormente. 

Para el diagnostico de vims respiratorios son de election los me- 
todos directos que penniten detectar el vims infeccioso (aislamiento 
en cultivo), sus antigenos (inmunofluorescencia, ELISAs, etc.) o su 
genoma (PCR, RT-PCR, PCR en tiempo real). Por el contrario, los 
metodos serologicos son de escaso valor diagnostico. 

4 . 1 El comienzo de una Nueva Era en el diagnostico y la 

EPIDEMIOLOGI'A DE LOS VIRUS RESPIRATORIOS 

La emergencia de seis nuevos vims respiratorios en 2001 (me- 
tapneumovirus, coronavirus SARS, influenza aviaria H5N1, los 
nuevos coronavirus HKU 1 y NL63 y el bocavirus), y la aparicion 
de la cepa pandemica de influenza A (H INI) en 2009, represen- 
tan un enorme desaffo para el diagnostico completo de los virus 
respiratorios en la actualidad. 

La aplicacion de tecnicas moleculares de exquisita sensibilidad 
y especificidad a muestras clinicas esta ampliando y revolucio- 
nando nuestro conocimiento de la epidemiologla de los virus 
respiratorios en los cuadros de IRA alta o baja, en poblacion 
pediatrica o en adultos, tanto en pacientes ambulatorios como 
en internados. Por ello, podemos afirmar que estamos en los 
comienzos de una nueva era en el diagnostico y epidemiologla 
de los virus respiratorios. 

Asi, publicaciones recientes han demostrado -mediante el em- 
pleo de tecnicas moleculares- que la frecuencia de detection de los 
rinovirus es mucho mayor que la conocida previamente. Algunos 
estudios demostraron que los rinovirus son el segundo vims en fre- 
cuencia en cuadros de IRA baja, despues del sincicial respiratorio; 
ademas, se postula su importante papel en el desarrollo de cuadros 
asmaticos ( vease el Capitulo 58). 

El empleo de tecnicas moleculares ha permitido demostrar 
infecciones multiples (con uno, dos o mas vims en la misma mues- 
tra). Eso ha sido observado especialmente con el bocavirus. En 
un future proximo, la cuantificacion del material genomico viral 
en las muestras respiratorias mediante tecnicas de PCR en tiempo 
real contribuira a un mejor conocimiento de la patogenia de estas 
infecciones. 


El diagnostico de laboratorio es necesario para: 

• Identificar infecciones por eubacterias, clamidias o micoplasmas que requieren tratamiento antibiotico 

• En casos de infection viral: 

• Evitar el uso indiscriminado de antibioticos, que seran ineficaces, de alto costo y cuyo uso inadecuado contribuye a aumentar la 
resistencia bacteriana 

• Disminuir el empleo de otros procedimientos diagnosticos 

• Realizar el aislamiento de los pacientes en cohortes 

• Adoptar medidas de higiene para evitar la diseminacion intra-hospitalaria o intra-familiar del virus 

• En infecciones por virus influenza administrar antivirales especificos 

• En infecciones por virus sincicial respiratorio y, en casos seleccionados, administrar antivirales especificos 

• En todos los casos, conocer la situacion epidemiolbgica en una comunidad y las cepas virales circulantes, lo que es importante en 
relacion a futuras vacunas 

• El descubrimiento de nuevos patogenos: el empleo de nuevas metodologias moleculares en muestras conservadas en el 
laboratorio que fueron negativas para los virus conocidos en un momenta dado, ha permitido, posteriormente, el descubrimiento de 
nuevos virus como el metapneumovirus, bocavirus, nuevos coronavirus, etc. 


Tabla 13.2. Importancia del diagnostico etiologico en las infecciones respiratorias. 
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4.2 Muestras: Obtenci6n 

Las muestras para diagnostico de infecciones respiratorias de 
origen viral se indican en la Tabla 13.4. Es de gran importancia 
obtener estas muestras tempranamente en los primeros 5 dias 
de enfermedad, siendo lo optimo 3 dias desde el inicio de los 
sintomas, ya que el tftulo de virus en las secreciones disminuye 
posteriormente. 

Las metodologfas de obtencion de las muestras deben ser 
cuidadosamente ensenadas a medicos, residentes, enfermeras y 
laboratoristas ya que de su correcta obtencion depende el exito 
del diagnostico. Existen numerosos equipos comerciales para ob- 
tencion de muestras, muchos disponibles en nuestro medio (Figura 

13.2 y Figura 13.3). 

El aspirado nasofaringeo (ANF) es la muestra de eleccion, ya que 
los virus respiratorios replican en el tejido linfoide de la nasofaringe 
y el mucus contiene gran cantidad de celulas con antigenos virales 
que se podran detectar con los ensayos rapidos. 

El ANF se obtiene mediante la introduccion por las fosas nasales 
de una sonda nasogastrica (K 30 6 33) conectada a un recipiente 
colector y este a una bomba de vacfo con la que se realiza la aspi- 
racion (Figura 13.3). Es un procedimiento incruento pero requiere 
un entrenamiento previo. 

El ANF se emplea para pacientes internados. Para pacientes 
ambulatorios otras muestras de mas facil obtencion y que dan 


resultados adecuados son, en orden de importancia, los hisopados 
nasofaringeos con hisopos flexibles y los hisopados nasales y fa- 
ringeos combinados. 

Los hisopados nasales y farfngeos pueden obtenerse con hisopos 
usuales (con mangos rigidos de madera o plastico) pero para los 
nasofaringeos se requiere un hisopo con mango flexible. En todos 
los casos es necesario rotar el hisopo sobre las mucosas nasal o 
faringea para obtener celulas infectadas. 

Actualmente, se encuentran disponibles nuevos hisopos con 
mangos flexibles que contienen un pequeno cepillo de nylon, en 
vez de un hisopo tradicional. Este elemento permite obtener exce- 
lentes muestras respiratorias con facilidad. y mmimas molestias 
para el paciente, aunque es necesario un entrenamiento previo 
para su obtencion. Esta disponible un video en Castellano sobre 
la obtencion de hisopados nasofaringeos ( vease Bibliografla). 

El esputo no es una muestra adecuada, aunque ocasional- 
mente, es posible detectar virus en ella. Los lavados nasales son 
utiles, de obtencion algo dificultosa y requieren la cooperacion 
del paciente. 

Los lavados broncoalveolares o las biopsias de pulmon son 
muestras adecuadas pero de obtencion cruenta, por lo que se 
utilizan solamente cuando la gravedad del caso lo justifica. 

Los procedimientos de obtencion de muestras respiratorias y las 
medidas de bioseguridad que debe adoptar el operador se detallan 
en el Capitulo 59. 


Metodos directos 

Patron clasico (Gold standard 


Deteccion de virus infeccioso: 

Aislamiento en cultivo celular: accion citopatogenica mas identification de antigenos 
por IF u otras tecnicas* 

Rapidos 

Deteccion de antigenos: 

IF, ELISAs, ELISA de membrana, inmunoensayos opticos, inmunocromatografla 

Postulado como nuevo patron (Gold standard) 

Deteccion de acidos nucleicos: 

PCR: para virus individuales, RT-PCR: para virus individuales, PCR o RT-PCR: 
multiplex artesanales o comerciales, PCR en tiempo real 

Metodos indirectos 

Deteccion de anticuerpos: 

Escaso valor para diagnostico individual pero util para estudios epidemiologicos 


Tabla 13.3. Metodos de diagnostico de virus respiratorios. IF: inmunofluorescencia; ELISA: enzimoinmunoensayo; PCR: reaccion en 
cadena de la polimerasa; RT-PCR: PCR previa transcription inversa. * Otras tecnicas incluyen: hemaglutinacion, hemadsorcion, o tecnicas 
moleculares. 


Muestras 

Para 

internados 

Pacientes 

ambulatorios 

Habituales 



Aspirado nasofaringeo (ANF) 

SI 


Hisopado nasal y farlngeo combinado (HN y HF) 

SI 

Si 

Hisopado nasal (HN), hisopado nasofaringeo 

SI 

Si 

Lavados nasales 

SI 

Si 

Solo si la gravedad del caso lo justifica: 



Lavado broncoalveolar (LBA) 

SI 


Aspirado traqueal 

SI 


Llquido pleural 

SI 


Biopsias de pulmon 

SI 



Tabla 13.4. Muestras para diagnostico de virus respiratorios. Las muestras deben obtenerse dentro de los 5 dias del comienzo del 
cuadro. Lo optimo son 3 dias. 
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Figura 13.2. Equipos para obtencion de muestras respiratorias. 


) Corpus 
Editorial 



Figura 13.3. Obtencion de muestras respiratorias. Arriba: posicion de la cabeza del paciente para obtencion de muestras respiratorias. 
/ Abajo izquierda: para la obtencion del hisopado nasofaringeo debe emplearse un hisopo flexible que se introduce hasta la nasofaringe y 
se rota suavemente. Luego se coloca en un tubo con medio de transporte o solucion fisiologica segun se solicite aislamiento viral o detec- 
cion de antigenos o tecnicas moleculares, respectivamente. / Abajo derecha: para la obtencion del aspirado nasofaringeo se emplea una 
sonda flexible conectada a un tubo colector y este a una bomba de vacio. El mucus aspirado se recoge en el tubo colector. Luego de retirar 
la sonda, esta se lava (con medio de transporte o solucion fisiologica) para arrastrar todo el mucus que queda en la misma. 


4.3 ConservaciOn y Transporte de muestras 

Las muestras para vims respiratorios deben conservarse a 4° C y 
enviarse rapidamente at laboratorio, preferentemente refrigeradas 
en hielo granizado o con enfriadores de uso domestico para evitar 
la inactivacion termica de los vims si el tiempo de transporte es 
mayor a una hora. 

Esto es especialmente importante cuando se solicita un diagnostico 
por aislamiento ya que en este caso se requiere virus viable en la 
muestra. Algunos virus, como el sincicial respiratorio, son sumamente 
labiles a temperatura ambiente por lo que el envio rapido y a 4° C 
es muy importante. 


Si se solicita aislamiento en cultivo es indispensable que la muestra 
se coloque en medio de transporte para vims. Estos medios contienen 
protefnas para preservar la infectividad, antibioticos y antimicoticos 
para evitar la contaminacion bacteriana y fungica. 

Si se solicita solamente deteccion de antigenos, o tecnicas mole- 
culares y no se dispone de medio de transporte para vims, la muestra 
puede ser enviada en solucion fisiologica. En este caso el envio a 
4°C no es indispensable si el tiempo de transporte de la muestra es 
menor a 2 h. De todas formas, es importante conservar las muestras 
en heladera hasta el momenta de su envio. 

Habitualmente, cada laboratorio prepara los tubos con medio de 
transporte o solucion fisiologica, los que deben conservarse a 4° C 
con indicacion de su fecha de vencimiento. 
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Existen elementos para la obtencion y transporte de muestras 
de origen comercial que contienen el medio de transporte en 
ampollas y los hisopos correspondientes pero son de alto costo 
(Figura 13.2). 

4.4 Tiempo de espera de resultados 

El tiempo de espera del resultado depende de la tecnica empleada. 
El aislamiento en cultivo puede tardar 7 6 mas dlas. Los ensayos 
rapidos de deteccion de antigenos por inmunofluorescencia tienen 
el tiempo necesario para la tincion y lectura de la muestra (2-3 
h.). A esos tiempos debe anadirse el tiempo requerido para la 
preparacion previa de la muestra en los portaobjetos y su fijacion 
en acetona. 

Los ensayos rapidos de inmunocromatografia y otros pueden 
realizarse en 30 min., aunque su sensibilidad es menor a la de otras 
tecnicas. 

Las tecnicas de PCR y de RT-PCR pueden tardar 1-2 dias 
mientras que las PCR en tiempo real y algunos de los nuevos 
ensayos moleculares se pueden realizar en 5-6 h. 

Es necesario tener en cuenta que, ademas del tiempo de proce- 
samiento, debe considerarse el tiempo de transporte al laboratorio, 
la reception de la muestra, su procesamiento previo, la realization 
de la tecnica elegida, su lectura y, finalmente el ingreso del resultado 
en el sistema informatico y la validation del mismo. 

5. Aislamiento en cultivo 

5 . 1 En cultivo clasico 

El aislamiento es el ensayo patron (gold standard). Sin embargo, dada 
la gran variedad de virus respiratorios potencialmente involucrados 
en un cuadro respiratorio, se requieren diferentes tipos de cultivos 
celulares y de metodos de deteccion posteriores a la aparicion de la 
action citopatica (ACP). Por ello, el aislamiento de virus respiratorios 
es el procedimiento mas complejo de todos los de aislamiento viral. 
Ademas de la infraestructura para cultivos celulares y de personal 
entrenado se requiere de virus viable en la muestra. Por esta razon, el 


envio al laboratorio debe realizarse en medio de transporte para virus 
y refrigerado a 4° C si el tiempo de transporte es superior a una hora. 

Los procedimientos de aislamiento incluyen el cultivo conven- 
cional (en tubos o policubetas), el cultivo rapido ( shell vial) y la 
inoculation en huevos embrionados. Este ultimo procedimiento 
se empleaba para virus influenza pero ya no se utiliza debido a 
que los cultivos celulares disponibles tienen una sensibilidad 
similar. 

Los diferentes tipos de celulas que pueden emplearse para ais- 
lar la mayorfa de los virus respiratorios, excepto los coronavirus y 
bocavirus, se indican en la Tabla 13.5. 

En resumen, el procedimiento de aislamiento consiste en: 1 ) 
cultivar las diferentes celulas en tubos o policubetas y mantenerlas 
a 37 °C; 2) inocularlas con la muestra previamente decontaminada 
e incubarlas a 37° C para sincicial respiratorio, adenovirus y para- 
influenza y a 33-34° C para influenza y rinovirus. 3) observar los 
cultivos diariamente al microscopio invertido para la deteccion de 
la ACP; 4) cambiar el medio de cultivo cada 2-3 dias; 5) una vez 
detectada la ACP, puede identificarse el aislamiento por hemagluti- 
nacion, hemadsorcion, IF o por metodos moleculares. 

El tiempo requerido para un aislamiento varia de acuerdo al virus 
y a su titulo en la muestra. En general, el tiempo para un resultado 
varia entre 2 a 14 dias. 

Un ejemplo del procesamiento de muestras para virus respirato- 
rios por los diferentes metodos se puede observar en la Figura 13.4. 
Las ventajas y desventajas del aislamiento en cultivo se indican en 
la Tabla 13.6. 


El cultivo rapido combina el aislamiento (en celulas crecidas sobre 
cubreobjetos en tubos de fondo piano) mas la identification por 
IF de los antigenos virales en las celulas en cultivo aun antes de 
la aparicion de la ACP, lo que permite un diagnostico mucho mas | ^\j~J 
rapido que el cultivo convencional. Los resultados estan disponi- 
bles en 24- 48 h. versus 1 -2 semanas en el metodo clasico (Ver 
capftulo 9 Diagnostico virologico). Dado que tambien requiere 
virus viable, las condiciones del envio de la muestra son identicas 
a las mencionadas mas arriba. 


5.2 Aislamiento en cultivo rapido 


Cultivos 

Virus que detecta 

Cultivos primarios de rinon de mono 

Influenza*, parainfluenza, adenovirus 

Lineas continuas 

MDCK (Madin Darby, rinon de perro) 

LLC-MK2 (Rinon de mono rhesus) 

HEp-2 (carcinoma epidermoide de laringe) 

HeLa (carcinoma de cervix) 

A549 (carcinoma de pulmon) 

Influenza 

Parainfluenza, metapneumovirus 

Sincicial respiratorio, adenovirus 

Sincicial respiratorio, adenovirus 

Adenovirus 

Lineas diploides 

Fibroblastos de embrion humano 

MRC-5 

WI-38 

Rinovirus*, sincicial respiratorio 

Rinovirus*, sincicial respiratorio 

Mezclas de lineas celulares** 

R-Mix: A549 + MvILu 

Varios virus 


Tabla 13.5. Cultivos empleados para diagnostico de virus respiratorios. El aislamiento de influenza, parainfluenza y metapneumovirus 
requiere medios de cultivo sin suero y con tripsina (ver capitulos respectivos) * Cultivo a 33-34° C / ** En EE.UU. se obtienen varias mezclas 
de lineas celulares preparadas y distribuidas por empresas comerciales, no disponibles en Argentina. 
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6. Metodos Directos y Rapidos: 
Deteccion de Aiuti'cenos Virales 


6.1 Inmunofluorescencia (IF) (Figura 13.5 y Tabla 13.7) 


) Corpus 
Editorial 


El fundamento del metodo es la deteccion directa de los antigenos virales 
en las celulas epiteliales presentes en las secreciones respiratorias. La 
muestra debe obtenerse tempranamente en el curso de la infection, de 
preferencia a los 3-4 dias del comienzo del cuadro clrnico, y la tecnica 
de obtencion debe ser adecuada para obtener celulas infectadas ya que 
si no contiene suficientes celulas, sera inadecuada y el diagnostico 
sera falsamente negativo. Por esta razon es importante entrenar a 
los medicos, residentes, enfermeras y personal de laboratorio en la 
correcta metodologfa de obtencion de las muestras. 

La IF es la tecnica de election para la deteccion de varios virus 
respiratorios (influenza, parainfluenza, sincicial respiratorio). Por 
el contrario, su sensibilidad para Adenovirus es baja y esta en estu- 
dio para metapneumovirus. Para los restantes virus respiratorios no 
existen atin reactivos para IF. En 2010 se desarrollo un anticuerpo 
monoclonal especifico para influenza A (H1N1). 

La tecnica de IF puede ser directa, es decir, los anticuerpos 
monoclonales especificos para cada vims estan marcados con fluores- 
ceina; o indirecta, en la que los anticuerpos monoclonales antivirales 
especificos no estan marcados y se emplea, en un segundo paso, un 
anticuerpo anti-especie marcado con fluoresceina (anti-Igs de raton; 
vease el Capitulo 9 Diagnostico viroldgico). 

La IF directa requiere solo 30 minutos para la tincion, a diferencia 
de la IF indirecta que requiere de una y media a dos horas, incluyendo 
el lavado. A estos tiempos debe anadirse la preparation previa de la 
muestra y la lectura al microscopio de IF. 

Existen reactivos para IF directa que combinan dos anticuerpos 
especificos marcados con diferentes colorantes fluorescentes, lo que 
permite la deteccion simultanea y directa de dos antigenos virales 
distintos al mismo tiempo. 


Aunque la IF continua siendo la tecnica mas sensible y especi- 
fica de todos los metodos rapidos, es tambien la mas demandante 
tecnicamente y requiere personal especializado para su realization 
y, sobre todo, para la interpretation de su lectura al microscopio de 
luz ultravioleta. 

Brevemente, debe disgregarse el mucus respiratorio y las celulas 
contenidas en la secretion deben ser resuspendidas mediante lavados y 
centrifugation. Luego, son depositadas sobre tirculos marcados sobre 
portaobjetos especiales. Tras el secado, son fijadas con acetona fria 
y finalmente se realiza la tincion de IF. Tambien puede emplearse la 
cito-centrifugacion sobre portaobjetos, procedimiento mas laborioso 
pero que permite una mejor calidad en las imagenes. 

La lectura de la IF es subjetiva, por ello debe ser realizada por 
personal entrenado. Las imagenes de los antigenos virales tenidos 
con los anticuerpos especificos son intracelulares y deben estar en 
las celulas adecuadas y en el lugar adecuado (en el nucleo para los 
adenovirus; en el citoplasma para el virus sincicial respiratorio, o 
en ambos sitios para influenza). La morfologia del antigeno suele 
ser granular de diferente tamano y de color verde manzana brillante, 
que se produce por la excitation de la fluoresceina -que se encuen- 
tra marcando los anticuerpos- por la luz ultravioleta que emite la 
lampara del microscopio. Las imagenes se observan sobre un fondo 
rojo del colorante de contraste (azul de Evans). El observador debe 
diferenciar estas imagenes caracterfsticas de los artefactos producidos 
por detritus celulares, leucocitos, etc., y deben observarse al rnenos 
dos celulas con las inclusiones caracterfsticas para poder realizar un 
diagnostico. 

Ademas, es fundamental realizar controles de calidad de: 1) re- 
gistro de los anticuerpos monoclonales y de los antisueros marcados, 
empleados en el laboratorio; 2) calidad y titulo de los anticuerpos 
monoclonales mediante titulacion sobre celulas infectadas con vi- 
ms conocidos; 3) entrenamiento del personal que realiza la lectura 
mediante preparaciones positivas o negativas; 4) incluir diariamente 
controles positivos y negativos; 5) registro del tiempo de uso de la 


MUESTRA: Hisopos en medio de transporte para virus 

i 

Agitar 

Retirar hisopo presionando contra pared del tubo Separar alicuota para tecnicas moleculares 

i 

Centrifugar 1000 rpm 10 min. a 4° C 


Sobrenadante 


Sedimento con celulas Infectadas 


I 

Descontaminar con antibioticos 

J 

Inocular a cultivos 

J 


Deteccion de ACP, hemadsorcion sobre las celulas infectadas o 
hemaglutinacion en el sobrenadante (influenza y parainfluenza) 


J 


I 

Lavar con PBS pH 7,2 

J 

Resuspender en PBS 
Realizar improntas en portaobjetos para 
deteccion de antigenos virales; fijar en 
acetona fria; tincion por IF 


Identification del virus aislado por; 

a) IF sobre celulas infectadas o 

b) Deteccion de acidos nucleicos en el sobrenadante 


Figura 13.4. Algoritmo para el procesamiento de muestras para diagnostico de virus respiratorios. PBS: solution salina tamponada. 
IF: inmunofluorescencia. ACP: action citopatica. 

Este algoritmo se emplea para los virus facilmente cultivables (influenza, parainfluenza, respiratorio sincicial, adenovirus). 

Para los virus de dificil cultivo (rinovirus, metapneumovirus) o para aquellos no cultivables (bocavirus, coronavirus, etc.) se estan estable- 
ciendo nuevos algoritmos diagnostics basados en el empleo de tecnicas moleculares. 


268 


VIROLOGIA MEDICA / Guadalupe Carballal - Jose Oubina 


Ventajas 

Desventajas 

Es la tecnica patron (gold standard) 
Permite obtener la cepa viral 

Puede permitir la identification de 
nuevos virus 

Requiere: 

Infraestructura para cultivos celulares 

Tiempo para preparation de los tubos con cultivos 

Laboratories de mediana complejidad 

Personal altamente entrenado 

Largo tiempo de procesamiento 

Transporte rapido de la muestra en medio de transporte para virus y 
refrigerada para mantener la viabilidad 

Alto costo 

Procedimiento lento: 1-2 semanas 

Los resultados no estan disponibles en tiempos clmicamente relevantes 

Algunos virus son de propagation dificil y otros no son cultivables 


Tabla 13.6. Ventajas y desventajas del aislamiento en cultivo. 


Ventajas 

Desventajas 

Tecnica rapida: 2-3 h. 

Bajo costo 

Se puede observar la calidad de la muestra 

Se pueden detectar varios virus simultaneamente 

No requiere virus viable 

Sensibilidad depende de la calidad de los monoclonales y 
de la muestra 

La lectura es subjetiva 

Requiere un microscopio de IF de calidad 

Requiere personal altamente entrenado y el uso de controles 


Tabla 13.7. Ventajas y desventajas de la Inmunofluorescencia. 

lampara de luz ultravioleta del microscopic); y 6) se debe contar con 
manuales de procedimientos. 

6.2 Enzimoinmunoensayos (ELISAs) 

Los numerosos ensayos de ELISA disponibles (tanto comerciales 
como artesanales) para deteccion de virus respiratorios permiten 
detectar antigenos dentro o fuera de las celulas y su sensibilidad es 
similar a la de la IF. 

El procedimiento consiste en una fase solida (celda de poliesti- 
reno, o perla, o tubo) sobre cuya superficie se adsorbe un anticuerpo 
especlfico antiviral (anticuerpo de captura). Luego se anade la muestra 
cllnica. Si esta contiene antigeno viral se unira al anticuerpo de captura 
y se detectara mediante otro anticuerpo marcado con una enzima 
(peroxidasa, fosfatasa alcalina o biotina-avidina). Luego de un lavado 
cuidadoso para eliminar el anticuerpo marcado no combinado con 
el antigeno se anade el sustrato de la enzima. El desarrollo de color 
puede observarse visualmente o, de preferencia, con un colorlmetro. 
A mayor cantidad de antigeno en la muestra mas intenso sera el color 
observado. 

Ventajas: Puede ser realizado por personal menos especializado 
que el requerido para la IF ; puede adaptarse a equipos semiautoma- 
tizados que permiten un procesamiento rapido de un gran numero 
de muestras. Existen varios ELISAs en policubetas para influenza, 
sincicial respiratorio, metapneumovirus y adenovirus con alta sensi- 
bilidad y especificidad. Los distintos formatos de ELISA se detallan 
en el capltulo 9. 

La mayor desventaja de los ELISAs en relacion a la IF es que 
en los ELISAs no es posible evaluar la calidad de la muestra. 

Por lo tanto, si esta carece de celulas por obtencion defectuosa, el 
resultado sera falsamente negativo. 

6.3 Otras nuevas tecnicas rapidas: ELISA de membrana, 
Inmunoensayos Opticos (OIA); inmunocromatografi'a 

Hace algunos alios, se han desarrollado numerosos equipos comerciales 
para deteccion rapida de antigenos virales. Sus ventajas son su facil 
utilizacion; no requieren de personal especializado ni equipamiento 
especial y el resultado se logra en 30 min. Por ello resultan muy 


utiles al pie de la cama del paciente, en consultorios de emergencia, 
de pediatrla, etc. 

Desventajas: su sensibilidad y su especificidad son mucho me- 
nores que las de los demas metodos (18-70%). Por ello, su empleo j 

es aceptable solamente durante perlodos epidemicos. Si el resultado 
es negativo debe intentarse el aislamiento en cultivo u otros metodos. 

Otra gran desventaja es el elevadlsimo costo de estos equipos. 

Los equipos disponibles son: ELISA de membrana, Inmunoensa- 
yos opticos ( optical immunoassays - OIA); e Inmunocromatografias 
o Flujo Lateral. 

ELISA de membrana. Permite la deteccion rapida de antigenos 
virales sobre un membrana, como fase solida, contenida en una caja 
plastica (cassette). Luego de la aplicacion de la muestra, se anade el 
anticuerpo antiviral marcado con una enzima y finalmente el sustrato 
de la misma. Esto resulta en un cambio de color en la membrana si 
existe el antigeno viral en la muestra. La lectura es visual. Existen 
equipos comerciales para Influenza A y B y para virus sincicial 
respiratorio. Por ejemplo: Becton Dickinson Directigen Influenza 
A and B. 

Inmunoensayos opticos ( Optical immunoassays -OIA). Me- 
diante el empleo de un disco de silicona en lugar de una membrana, 
los ELISAs fueron modificados a un inmunoensayo optico (OIA). 

La union del complejo antlgeno/anticuerpo y la action de una 
enzima sobre el sustrato produce cambios de masa en las caracterfs- 
ticas opticas del disco, lo que resulta en un cambio en el color de la 
luz reflejada. Existen tecnicas disponibles para sincicial respiratorio 
e influenza Ay B. Estos metodos requieren algun entrenamiento del 
personal y se realizan en 30 min. Su sensibilidad y especificidad son 
menores que la del aislamiento en cultivo. 

Como ejemplos podemos mencionar al Optical Immunoassay. 

Thermo Electron Corporation, Biostar OIA Influenza A and B an- 
tigen, entre otros. 

Immunocromatografia o flujo lateral. El sistema contiene 
una tira de nitrocelulosa con anticuerpos antivirales conjugados 
a partlculas visualizadoras, contenida en un cassette plastico. 

Al anadir la muestra del paciente, esta fluye por la tira porosa. 

Los anticuerpos antivirales no marcados capturan el antigeno 
viral. Luego, los anticuerpos antivirales marcados reaccionan y 
producen una llnea coloreada visible. Se han desarrollado equi- 
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Figura 13.5. Inmunofluorescencia indirecta para virus respiratorios en muestras de aspirados nasofaringeos. A: Se observan imageries 
granulares intracitoplasmaticas caracteristicas del virus sincicial respiratorio por inmunofluorescencia indirecta con anticuerpos monoclonales en un 
aspirado de un nino con bronquiolitis. B: Se observa antigeno de adenovirus de ubicacion intranuclear por inmunofluorescencia indirecta con anti- 
cuerpos monoclonales en celulas de aspirado nasofaringeo de un nino con neumonia. 


pos para sincicial respiratorio e influenza Ay B. El resultado se 
obtiene en 30 min. y no requiere equipamiento especial ni tecnicos 
especializados. 

Las desventajas son su elevado costo y que no es posible eva- 
luar la calidad de la muestra. Ademas, su sensibilidad es menor 
comparada con el aislamiento en cultivo. Algunos ejemplos son: 
Membrane Flow-Through (BD Directigen RSV, Directigen Influenza 
Ay B), Lateral Flow ( Meridian Immunocard STAT RSV), BD RSV 
EZ, Binax RSV. 

La sensibilidad de estos procedimientos rapidos para influenza 
pandemica se detallan en el capftulo correspondiente. 

Corpus 

Editorial 7. Tecnicas moleculares (Tabla 13.9) 


Desde comienzos del siglo XXI, el extraordinario desarrollo de 
tecnicas moleculares para la identificacion de nuevos virus (Tabla 
13.1), asi como la aplicacion de tecnicas de amplificacion de los 
genomas virales en muestras clfnicas para los virus conocidos han 
revolucionando el conocimiento sobre los virus respiratorios. 

Por ello, estamos ante una nueva era en la epidemiologfa de 
los virus respiratorios detectados por medio del empleo de la 
tecnologia molecular con amplificacion. 

Asi, se estan redisenando las frecuencias previamente conocidas 
de deteccion de virus en diferentes poblaciones (pediatrica o adulta), 
en cuadros de IRA alta o baja; se esta comenzando a detectar la pre- 
sencia de coinfecciones (2 6 3 virus diferentes en la misma muestra), 
cuyas implicancias en la patogenesis y en la gravedad del cuadro 
clinico se desconocen al momenta; se esta comenzando a cuantificar 
por medio de PCR en Tiempo Real los genomas presentes en una 
muestra. ^Cual sera la carga viral asociada o predictora de IRA baja, 
o asociada a mayor gravedad del cuadro clinico? ^Como contribuyen 
las coinfecciones con mas de un virus a la gravedad del cuadro? 

Ventajas: Las tecnicas moleculares con amplificacion presentan 
una mayor sensibilidad y especificidad en relacion al cultivo celular 
(patron clasico o gold standard) para el diagnostico de los virus 
respiratorios cultivables. Para aquellos virus no cultivables o de 
muy dificil cultivo, las tecnicas moleculares estan siendo postuladas 
como nuevos procedimientos patrones. 

Otra ventaja es que la deteccion y amplificacion de genomas no 
requiere de virus viable en la muestra lo que simplifica el transporte 
de las mismas. Asimismo, esas tecnicas son utiles aun cuando la 
carga viral en la muestra es baja. 

Desventajas: La principal desventaja es el alto costo de los re- 
activos y de los equipos, especialmente en nuestro medio. Otras son 
la necesidad de personal entrenado; el tiempo necesario para realizar 
las PCR individuales; la carencia, en muchos casos, de reactivos para 
control de calidad de los procedimientos artesanales y/o de reactivos 
comerciales (Tabla 13.9). 


Actualmente, la incorporation de las tecnicas moleculares con 
amplificacion ha permitido redisenar nuevos algoritmos para el diag- 
nostico de los virus respiratorios, si bien los procedimientos clasicos 
aun continuan siendo empleados. 

7. 1 PCR INDIVIDUALES (FlGURA 13.7 a) 

Se han disenado numerosas PCRs artesanales (in house) para diag- 
nostico de todos los virus respiratorios. Se pueden amplificar diversos 
genes, o areas de los rnismos, altamente conservados. Por ejemplo: 
para virus sincicial respiratorio (gen de la polimerasa); para influenza 
A (gen de la proteina de matriz), para influenza B (gen de NS1), 
para parainfluenza 1, 2, 3 y 4 (gen HN), para adenovirus (gen del 
hexon o pentan), para metapneumovirus (gen de la nucleoprotefna 
u otros), etc. 

Los detalles tecnicos (genes, secuencias de primers, condiciones 
de ciclado, etc.) se encuentran en la bibliografia especializada. 

Sin embargo, a pesar de las ventajas de su alta sensibilidad y 
especificidad, la realization de estas PCRs en forma individual para 
numerosos virus en la misma muestra con fines diagnosticos es un 
procedimiento laborioso ( 1 -2 dias) ya que es necesario en una primera 
etapa extraer el DN A o RNA viral, realizar la amplificacion por PCR 
o por RT-PCR y, finalmente, detectar los productos amplificados. 

Los procedimientos de deteccion de los productos amplificados 
pueden ser: a) gel de agarosa, tincion con bromuro de etidio y obser- 
vation bajo luz ultravioleta de la banda de peso molecular esperado; 
b) documentation con camara digital; c) hibridacion con sondas 
especificas y marcadas con enzimas o con isotopos radiactivos y 
posterior deteccion por ELISA o por Southern Blot, respectivamente. 

PCR multiples ( multiplex ): En los comienzos del siglo XXI 
debido a la necesidad de detectar varios virus simultaneamente, se 
han desarrollado numerosas PCR o RT-PCR en formato multiplex 
que permiten la identificacion simultanea de varios virus respiratorios 
en la misma muestra, mediante la utilization y sondas de deteccion 
de diferentes primers. 

7.2 PCR Multiples 

En la actualidad, existen varias PCRs multiples tanto artesanales 
como comerciales. 

Artesanales: En 2007, Frymuth F y col. desarrollaron en 
Francia cuatro PCRs multiples para deteccion de varios virus 
respiratorios en la misma muestra. Una de ellas detecta influenza 
A, B, metapneumovirus y sincicial respiratorio; una segunda, 
detecta los 4 serotipos de virus parainfluenza; una tercera detecta 
los rinovirus, enterovirus y coronavirus; y, una cuarta identifica 
todos los coronavirus. 
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Tecnica 

Tiempo 

Sensibilidad 

Ventajas 

Desventajas 

Aislamiento 

2-7 dias 

1 00% 

Gold 

standard 

Obtencion de la cepa; tipificacion 

Laborioso 

Personal entrenado en cultivo 
celular 

Inmunofluorescencia 

2-3 h. 

50-90% 

Vigilancia de influenza A y B 
Diagnostico de rutina rapido 

No permite obtener la cepa 
Microscopio de IF de calidad 

Inmunocromatografia 
ElAs en cassette 

15-30 

min. 

1 8-70% 

Vigilancia de influenza Ay B; rapido 

No permite obtener la cepa 
Alto costo 

RT-PCR 

1-2 dias 

95-100% 

Vigilancia de 
influenza Ay B 

Personal entrenado; alto costo 

RT-PCR en 
Tiempo Real 

4-5 h. 

98-100% 

Diagnostico y vigilancia 

Personal entrenado; costo 


Tabla 13.8. Sensibilidad y especificidad, tiempo de espera de resultados y ventajas y desventajas de las diferentes tecnicas para 
diagnostico de virus influenza. Al tiempo indicado debe anadirse el tiempo de procesamiento previo de la muestra. 


Comerciales: Varias empresas de diagnostico han desarrollado 
ensayos moleculares para la detection de un Panel de vims respi- 
ratorios, denominado RVP (Respiratory Vims Panel) que permite 
detectar al menos 12 vims respiratorios en una misrna muestra. 

Algunos de estos nuevos ensayos son, por ejemplo: el xTAGRVP 
Assay, de Luminex Molecular Diagnostics (este file el primero de 
los ensayos multiples aprobado por la FDA, EE.UU.); entre muchos 
otros podemos mencionar a: ResPlex II, de Qiagen; Multicode-PLx, 
de EraGen Bioscience, etc. 

La sensibilidad de todos ellos es alta, aunque existen variaciones 
que dependen del vims analizado. Estos procedimientos varfan de 
acuerdo al tipo de quimica utilizado para la deteccion de los productos 
amplificados, los pasos de los analisis, la hibridacion y el numero 
de enzimas utilizadas. Algunos son mas laboriosos y los resultados 
pueden demorar hasta 8 h. 

Mas recientemente (2009-10), se han diseiiado nuevos ensayos de 
PCR multiples en los cuales la extraction, amplification y deteccion 
ocurren en un equipo completamente cerrado, lo que disminuye los 
riesgos de contamination y resulta menos laborioso. Estos equipos, 
por ejemplo, el Film Array Pouch, de Idaho Technology, fue aprobado 
por la FDA (EE. UU.) a principios del ano 2011. 

Nuevas tecnicas de deteccion de los amplicones: El ID Tag 

Assay, Luminex Molecular Diagnosis emplea un nuevo e innovativo 
procedimiento de deteccion. 

El ensayo tiene un primer paso de RT-PCR que emplea 14 pares 
de primers', luego, se investigan los amplicones con una reaction de 



Figura 13.6. Inmunocromatografia para virus sincicial respiratorio. 


extension (multiplex target primer extension -TSPE) mediante el uso 
de 21 sondas de oligonucleotidos especificos para los diferentes tipos 
y subtipos de los 21 vims que se quieren detectar. La hibridacion de 
los productos de TSPE tiene lugar en un microfluido con 21 microes- 
feras marcadas con colorantes fluorescentes. Estas microesferas estan 
recubiertas con sondas especificas para cada vims a detectar. Al anadir 
los amplicones, estos seran capturados por las microesferas. Luego se 
anade una molecula marcada con un colorante fluorescente diferente. 
Las microesferas son analizadas en un nuevo instrumento (Luminex) 
que contiene dos laser, uno de ellos (rojo) excita el colorante intemo 
de la microesfera y el otro (verde) excita la presencia o la ausencia 
de la extension de primers a traves de la molecula marcada. 

Otro procedimiento desarrollado hace unos anos por una firma 
francesa pennite detectar y realizar la tipificacion en especie de los 
adenovims. En una primera etapa se detectan por PCR todos los 
serotipos de este virus y, posteriormente, se identifican las especies 
por medio de hibridacion con sondas marcadas. La reaction se detecta 
en un formato de ELISA (Adenovirus Consensus, Argene, Francia). 

7.3 PCR en Tiempo Real (Figura 13.7 b y 13.8) 

La caracteristica fundamental de las PCR en Tiempo Real con- 
siste en que la amplification y la detection ocurren simultanea- 
mente. Tanto la sensibilidad como la especificidad de las PCRs en 
Tiempo Real es similar a las de las PCRs convencionales. 

Las PCRs en Tiempo Real pueden estar disenadas para detectar 
virus individuates o para multiples virus. Existen numerosas PCRs 
en Tiempo Real con diferentes formatos y pueden emplearse para 
detectar: influenza A 6 B, H1N1 pandemica, sincicial respiratorio, 
adenovims -todos los serotipos-, vims parainfluenza -1, 2, 3, y 4-, 
rinovims, bocavims, poliomavirus respiratorios, metapneumovirus, 
coronavirus, SARS. H5N1 aviaria, etc. 

La mayor ventaja de las PCRs en Tiempo Real consiste en que 
la obtencion del resultado se puede lograr en pocas horas, es decir 
en un tiempo clmicamente relevante. 

Esto fue ampliamente demostrado durante los initios de la pan- 
demia por influenza A H IN 1 , 2009, donde la obtencion del resul- 
tado en el mismo dla de obtenida la muestra fue, en muchos casos, 
determinante para el manejo del paciente y su entomo. 


Amplificacion por: 

PCRs directas cualitativas (artesanales-/n house) para virus a DNA, individuates 
PCRs anidada ( nested) 

PCR Multiplex comerciales para diferentes virus a DNA 

RT-PCRs artesanales para virus a RNA, individuates 

RT-PCR Multiplex, comerciales o artesanales para virus a RNA 

PCRs en tiempo real, artesanales o comerciales para virus individuates o Multiplex 


Tabla 13.9. Tecnicas moleculares para diagnostico de virus respiratorios. 
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Figura 13.7 A. Tecnicas moleculares para diagnostico de virus respiratorios. Deteccion de adenovirus por PCR. 
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Figura 13.7 B. Tecnicas moleculares para diagnostico de virus respiratorios. PCR en Tiempo Real para deteccion de diferentes se- 
rotipos de adenovirus. Deteccion de diferentes serotipos de adenovirus por PCR en Tiempo Real. El grafico con distintas curvas muestra 
el aumento de fluorescencia -en distintos colores- en funcion del Ct (ciclo que atraviesa el valor de corte -threshold-). A menor Ct, mayor 
concentration del genoma viral en la muestra. En el control negativo (agua) no se observa curva. Las diferentes curvas representan la am- 
plification de los distintos serotipos de adenovirus. Tornado de Echavarria M., Laboratorio de Virologia Clinica, CEMIC: A generic multiplex 
Real Time PCR for detection of human adenoviruses: Validation with various adenovirus serotypes, Clinical Virology Symposium, 2005. 
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Cycles 


Figura 13.8. Tecnica molecular para diagnostico de virus respiratorios. PCR en Tiempo Real para deteccion de rinovirus. Se ob- 

servan dos curvas positivas (obtenidas en el equipo Smart Cycler) correspondientes a dos muestras respiratorias. La muestra que presents 
un Ct (ciclo que atraviesa el valor de corte) de 25.24 tiene una mayor carga viral que la muestra con un Ct de 34.51. La linea horizontal 
represents el control negativo. Laboratorio de Virologia Clinica, CEMIC. 


Ventajas 

Desventajas 

•Alta sensibilidad y especificidad 

• Menor cantidad de la muestra 

• No requiere virus viable 

• Permite la deteccion simultanea de mas de un virus 

• Permite un diagnostico relativamente rapido: 1-2 dias 6 

4-5 horas para PCR en tiempo real 

• Tecnicas de reciente desarrollo permiten la deteccion 
simultanea de hasta 20 virus diferentes en 5 h. 

• La PCR en tiempo real permite cuantificar la carga viral 
presente en la muestra 

• Costo de reactivos y equipos 

• Personal entrenado 

• No se logra el aislamiento del virus 

• Riesgo de contaminacion si no se cumplen las normas 
para evitarla 

• La detecion esta dirigida a virus especificos 

• Posibilidad de falsos negativos si hay variaciones en el 
gen estudiado 


Tabla 13.10. Ventajas y desventajas de las tecnicas moleculares en relacion a los procedimientos convencionales. 
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8. Serologia 

Los metodos indirectos son de escaso valor para el diagnostico de vims 
respiratorios debido a la presencia habitual de anticuerpos como conse- 
cuencia de infecciones previas, lo que dificulta el diagnostico por medio 
de la conversion serologica. Ademas, en el caso de ninos pequenos, la 
respuesta humoral a las infecciones respiratorias puede ser debil. 

Sin embargo, constituye una exception la infection o reinfec- 
tion por virus sincicial respiratorio en ancianos que suelen tener 
escasa cantidad de secreciones, lo que dificulta el diagnostico por 
metodos directos y, en estos casos, la deteccion de IgM especifica 
es una alternativa para el diagnostico. 

Asimismo, la serologia es de gran utilidad para estudlos epide- 
miologicos retrospectivos tendientes a demostrar la circulation de 
un determlnado virus en una comunidad. Asimismo, los estudios 
serologicos son de importancia fundamental para investigar la 
eficacia de las vacunas. 
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Las tecnicas serologicas que se emplean en la actualidad son IF, 
ELISA e IHA y neutralizacion.(Ver Capitulo 9 Diagnostico Virolo- 
gico). 

9. CoiucLusioniES 

El desarrollo y la utilization de tecnicas moleculares ha permitido 
el comienzo de una nueva era en el diagnostico de las infecciones 
respiratorias de origen viral. 

No solamente se ha aumentado la frecuencia de deteccion, 
sino que estos procedimientos tambien han permitido identi- 
ficar nuevos virus en muestras respiratorias. Ademas, estas 
tecnicas poseen una sensibilidad mayor en relation a la inmu- 
nofluorescencia y al aislamiento en cultivo. En el caso de las 
PCRs multiples y, en especial de las PCRs en tiempo real, la 
obtencion de un resultado en pocas horas resulta de un enorme 
valor para el manejo del paciente. 
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1. IniTRODUccioiu 

La familia Orthomyxoviridae incluye 4 generos asociados a la pato- 
logia humana: a) Influenzavirus A (especie tipo: virus Influenza A); 
b) Influenzavirus B (especie tipo: vims Influenza B ); c) Influenzavi- 
rus C (especie tipo: vims Influenza C); y d) Thogotovirus (especie 
tipo: vims Thogoto [un virus que infecta garrapatas -artropodos de 
la clase Arachnida]). 

El nornbre con el que se designa a esta familia de vims proviene 
de su habilidad para unirse al mucus (del latin Ortho : verdadero; 
myxo: mucus). Mientras que los vims influenza B y C estan prac- 
ticamente restringidos al hombre, la mayorfa de los influenza A 
infectan especies aviares y solamente unos pocos subtipos infectan 
al hombre y otros animales, particularmente cerdos y caballos. Los 
virus de influenza A y B son los de mayor interes desde el pun- 
to de vista de la salud humana y son los mas estudiados y mejor 
comprendidos. La denominacion de influenza proviene del latin: 
influens, -ends: influente, por su participacion en la aparicion de 
epidemias (del latin epi: sobre; demos: pueblo), ya que original- 
mente se creia que las mismas ocurrian debido a influencias de los 
astros. 

Los vims influenza son agentes envueltos y su genoma se en- 
cuentra segmentado en porciones de RNA de cadena unica con po- 
laridad negativa. Las diferencias antigenicas en las protemas matriz 
(Ml) y nucleoproteina (NP) penniten clasificarlos en 3 tipos: A, B y 
C. Los vims del tipo A, a su vez, pueden ser subtipificados en base 
a las caracteristicas antigenicas de las glicoproteinas de superficie, 
hemaglutinina (HA) y neuraminidasa (NA). Los vims de influenza 
A producen enfermedad en humanos, equinos, porcinos, perros, aves 
y marmferos marinos como focas y ballenas. Los vims de influenza 
B y C producen enfermedad solo en el hombre. Los vims similares 
a Thogoto infectan diferentes especies de vertebrados como caba- 
llos, perros, camellos e inclusive al hombre y son transmitidos por 
garrapatas a traves de la saliva del aracnido durante su alimentation. 
El ciclo se inicia al picar a un individuo viremico y luego a un hos- 
pedero susceptible. El vims Thogoto produce un rango de enferme- 
dades variables desde leves hasta fatales. Pueden causar abortos en 
animales; en humanos se los asocia a neuritis optica, meningitis fatal 
y encefalitis. 

2. Estructura 

2.1 MORFOLOGI'A 

Los viriones de influenza son particulas pleomorficas redondeadas 
u ovales al microscopio electronico, con un diametro de 80 a 120 
nm (Figura 14.1). Los vims del tipo Ay B son morfologicamente 
indistinguibles, mientras que los del tipo C presentan las espfculas 
ordenadas hexagonalmente. 

Los vims recuperados de seres humanos o de animales, propaga- 
dos en un primer pasaje en cultivos celulares, presentan gran hetero- 
geneidad desde el punto de vista morfologico. 

La envoltura tiene un espesor de 7 a 10 nm y presenta espiculas 
de una longitud de 10 a 14 nm, aproximadamente 500 unidades por 
virion, que estan constituidas por dos glicoproteinas de transmem- 
brana, la HA y la NA. La HA tiene forma redondeada y la NA la de 
un hongo. La proporcion HA: NA es usualmente de 5: 1 . 



Figura 14.1. Microfotografia electronics de particulas de virus 
influenza. 


En su interior, la envoltura se encuentra tapizada por la protema 
Ml que se contacta con los segmentos de ribonucleoproteina (RNP) 
del core viral. El genoma viral esta constituido por segmentos de 
RNA de simetria helicoidal asociados a la nucleoproteina (NP), 
que codifican la information para la sintesis de 9 a 1 1 protemas 
estmcturales y no estmcturales (Figura 14.2). 

2.2 CoMPOsiadN qui'mica 

Los ortomixovirus estan compuestos aproximadamente por 1% de 
RNA, 70% de proteina, 20% de lipidos y 5 a 8% de carbohidratos. 
El contenido en lipidos e hidratos de carbono variara de acuerdo al 
tipo de celula en la que el virus haya replicado. 

2.3 Acido nucleico 

Los virus de influenza A y B contienen 8 segmentos de RNA de 
cadena unica y polaridad negativa, mientras que los del tipo C 
contienen 7 segmentos. En diferentes preparaciones de virus, el 
numero y la proporcion de los segmentos individuales varfan de 
acuerdo con la relation de particulas completas e incompletas; en 
las mismas preparaciones tambien pueden estar presentes frag- 
mentos de RNA derivados del hospedador. Los segmentos de 
RNA de los virus de influenza A y B poseen diferente migration 
electroforetica y el genoma complete de la cepa A/PR/8/34 con- 
tiene 13.588 nucleotidos. 

Los complejos de ribonucleoproteinas (RNPs) estan compues- 
tos por RNA y 4 especies proteicas diferentes. La NP es la subuni- 
dad proteica predominante de la nucleocapside y se ha establecido 
que cada unidad de NP recubre al RNA en una extension de 20 
nucleotidos. Asociados a las RNPs se encuentran los complejos de 
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Figura 14.2. Representacion esquematica de una particula de 
virus influenza. 


RNA polimerasa-RNA dependiente confonnados por las 3 polime- 
rasas: PB1, PB2 y PA. Las cadenas de las RNPs presentan un bucle 
en uno de los extremos, formandose la estructura por la cadena 
plegada hacia atras y enrollada sobre si misma (Tabla 14.1). 

2.4 Protei'nas 

2.4.1 Polipeptido-polimerasas 

Las protei'nas denominadas PB1, PB2 y PA son codificadas por los 
segmentos 1, 2 y 3 del RNA viral, los de mayor tamano del genoma 
viral. Los segmentos 1 y 2 tienen 2.341 nt. de longitud cada uno 
y codifican para una protelna de 759 aa. (PB2) y 757 aa. (PB1), 
respectivamente. El segmento 3 tiene una longitud de 2.233 nt. y 
codificapara una proteina de 716 aa. (PA). Luego de su sintesis, las 
3 proteinas son transportadas al nucleo donde tienen actividad de 
RNA polimerasa-RNA dependiente. PB1 y PB2 son necesarias para 
la sintesis del RNA complementario y PA para la sintesis del RNA 
viral junto con la NP. 

En el RNA codificante para PB1 de influenza A (pero no de in- 
fluenza B) -y en otro marco de lectura- se ha documentado la exis- 
tencia del codigo para una segunda proteina denominada PB 1-F2. 
Se ha observado la participacion de esta proteina en diversas cepas 
de influenza A, en eventos de apoptosis de celulas mononucleares. 
La co-localizacion de PB1-F2 con las membranas mitocondriales 
sugiere la participacion de esta organela en el disparo apoptotico de 
dichas celulas y, por ende, en la patogenesis viral. 


2.4.2 Hemaglutinina 

Una de las espiculas de la envoltura viral es la HA, glicoproteina 
de transmembrana, con una masa molecular de 220 kDa. que tiene 
la propiedad de aglutinar globulos rojos de diferentes especies. La 
HA permite la adsorcion de la particula viral a la celula a traves de 
la union a receptores de acido sialico ubicados en la superficie celu- 
lar; tambien promueve la liberation del genoma viral al citoplasma 
celular al fusionar la envoltura de la particula viral capturada con 
la membrana de la vesicula endocitica e induce la production de 
anticuerpos neutralizantes protectores. 

La HA cs codificada por el segmento 4 del RNA viral y consta 
de dos regiones, una globular y una cola fibrilar (Figura 14.3). 

Es un homotrimero en el que los monomeros se encuentran 
unidos de manera no covalente, cada uno compuesto por un poli- 
peptido (HAO) que es procesado proteollticamente para generar dos 
subunidades, la HA1 y la HA2, con 319 a 326 y 221 a 222 residuos 
aminoacidicos, respectivamente. Ambas subunidades permanecen 
unidas por un puente disulfuro. El clivaje post-traduccional nece- 
sario para que el virus sea infectivo es llevado a cabo por proteasas 
celulares similares a la tripsina. La virulencia de cada cepa estaria 
relacionada con la composicion aminoacldica del sitio de clivaje: la 
presencia en el de motivos ricos en aminoacidos basicos facilitarla 
el clivaje que realizan proteasas ubicadas en tejidos fuera del tracto 
respiratorio provocando asi una enfermedad mas grave. La HA1 
contiene el sitio de union al receptor celular y la mayoria de los 
sitios antigenicos de la molecula. El sitio de union al receptor es 
un bolsillo localizado en el extremo distal de cada subunidad, inac- 
cesible para los anticuerpos y con una composicion aminoacldica 
altamente conservada. Se han podido ubicar 5 sitios antigenicos en 
la estructura tridimensional de la HAL Al comparer la secuencia 
aminoacldica de un aislamiento de virus natural y de sus variantes 
antigenicas seleccionadas en presencia de anticuerpos monoclona- 
les, los cambios de aminoacidos se observan en esos sitios antige- 
nicos. 

Se han descrito 16 subtipos de HA (HI a HI 6) dentro de los 
virus del tipo A, que difieren aproximadamente en un 30% en la 
secuencia aminoacldica de la HAL En cambio, la portion HA2 es 
mucho mas conservada. 

La HA2 posee la capacidad de fusionar membranas. Una se- 
cuencia de alrededor de 30 aa. hidrofobicos del extremo C-terminal 
permite el anclaje de la molecula de HA2 a la envoltura viral. El 
tratamiento de las particulas virales con la proteasa bromelina pro- 
duce un clivaje en la position 175 de las HA2 que libera el ecto- 
dominio de la HA como un trifnero soluble, comunmente llamado 
BHA, que ha permitido estudios cristalograficos de la molecula. 


Segmento 

genomico 

Influenza A 

Influenza B 

Influenza C 

Segmento 
RNA (nt) 

Polipeptido 

(aa) 

Segmento 
RNA (nt) 

Polipeptido 

(aa) 

Segmento 
RNA (nt) 

Polipeptido 

(aa) 

PB2 

2341 

759 

2396 

770 

2365 

774 

PB1 

2341 

757 

2386 

752 

2363 

754 

PA 

2233 

716 

2308 

726 

2183 

704 

HA 

1778 

566 

1882 

584 

2071 

654 

NP 

1565 

498 

1842 

560 

1809 

565 

NA 

1413 

454 

1557 

466 (NA) 

- 

- 





100 (NB) 



M 

1027 

252 (Ml) 

1188 

248 (Ml) 

1180 

242 (Ml) 



97 (M2) 


109 (BM2) 


139 (CM1) 

NS 

890 

230 (NS1) 

1098 

281 (NS1) 

934 

286 (NS1) 



121 (NS2) 


122 (NS2) 


122 (NS2) 


Tabla 14.1. Genes de influenza y sus productos. Los datos corresponden a las siguientes cepas: A/PR/8/34; B/AA/1/66 (segmentos 1, 2, 
3, 5, 7 y 8); B/Lee/40 (segmentos 4 y 6); C/JJ/50 (segmentos 1, 2, 3 y 6), C/California/78 (segmentos 4, 5 y 7). 
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Figura 14.3. Esquema de un mononero de hemaglutinina. 


) Corpus 
Editorial 


2.4.3 Neuraminidasa (NA) 

La NA es la segunda proteina de superficie de los virus de influenza 
A y B y es codificada por el segmento 6 del RNA viral. Es un homo- 
tetramero con una masa molecular de 240 kDa. Posee dos regiones 
bien identificables: la cabeza globular con actividad enzimatica y 
el tronco hidrofobico que permite el anclaje de la molecula en la 
membrana de la envoltura viral. La enzima cataliza el clivaje de 
uniones glicosidicas adyacentes al acido sialico que forma parte 
del receptor para el virus influenza y mediante su action enzima- 
tica lo destruye. La NA actua tambien liberando la progenie viral 
anclada a la superficie de la celula que le dio origen luego del ciclo 
de replication y facilitando el transporte de los viriones a traves de 
la capa de rnucina presente en el tracto respiratorio de manera que 
estos alcancen las celulas epiteliales bianco. Las secuencias nucleo- 
tfdica y aminoatidica de la NAmuestran que el sitio de anclaje de 
la molecula esta ubicado cercanamente a la region N-terminal. El 
polipeptido tiene una longitud de aproximadamente 470 aa. y pre- 
senta varios sitios capaces de ser N-glicosilados. La alta densidad 
de carbohidratos en el tallo de la molecula refleja la necesidad de 
protegerla de la proteolisis. 

Para los vims del tipo A se pueden distinguir 9 subtipos de NA 
(N1-N9). Las comparaciones de secuencias aminoacidicas muestran 
que las NA de los virus tipo A y B tienen una similitud del 30%, la 
de distintos subtipos de los vims A es aproximadamente del 45% y 
dentro de un mismo subtipo las diferencias pueden ser menores al 
5%. La presencia de un numero importante de cisteinas permite en 
la estmctura tridimensional uniones disulfuro, posiciones que estan 
altamente conservadas entre las distintas NA. Ademas de esas 16 
posiciones conservadas existen 49 mas, asociadas al sitio catalitico o 
adyacentes al mismo. El estudio exhaustivo de esta proteina ha tenido 
como fin alcanzar el desarrollo de antivirales que funcionen como 
inhibidores de su actividad enzimatica. 


2.4.4 Proteina con funciones de 
hemaglutinina-esterasa -fusion de los virus C: EEEF 

La unica glicoproteina de superficie de los vims de influenza C alo- 
ja las funciones de union al receptor celular y de fusion de las El As 


mas la actividad destmctora del receptor asociada con la NA de los 
vims de influenza Ay B. Esta actividad de destruction del receptor 
no es de neuraminidasa, como en los vims A y B, sino de esterasa. 

2.4.5 Matriz 

Virus de influenza A. El segmento 7 del RNA de los vims de 
influenza A codifica para dos proteinas, Ml y M2. Este gen tiene 
una longitud de 1.027 nucleotidos y posee un marco de lectura 
grande que codifica para la proteina Ml de 252 residuos aminoa- 
cidicos aproximadamente. La segunda proteina, la M2, con 88 aa., 
es derivada de este gen por splicing del RNAm. Los primeros 9 
aa. son compartidos con la Ml y el resto de la molecula es tradu- 
cido a partir de un segundo marco de lectura con una secuencia 
de 263 nt. cercanos al extremo terminal 3’ del transcripto y super- 
poniendose a la secuencia codificante para la Ml. La Ml es un 
antfgeno tipo-especifico de los vims de influenza y, de acuerdo a 
las secuencias analizadas, es altamente conservada, es muy abun- 
dante y se encuentra asociada con la cara interna de la membrana 
de la envoltura viral. 

La M2 es una proteina de transmembrana y funciona como un 
canal ionico; permite la entrada de EL produciendo un descenso del 
pEl dentro de la partfcula viral, promoviendo una disociacion de la 
Ml y los complejos RNPs inducida por la acidez. Esta proteina ha 
sido objeto de estudios para el desarrollo de drogas antivirales y asf 
es que en la actualidad se dispone de dos moleculas, la amantadina 
y la rimantadina, que son capaces de bloquear su actividad de canal 
ionico. 

Vims de influenza B. El segmento 7 del RNA de los vims de in- 
fluenza B codifica para dos proteinas, Ml y BM2. El gen complete 
tiene una longitud de 1.191 nt. y contiene 2 marcos de lectura. El 
primero codifica para una proteina de 248 residuos aminoacidicos, 
la Ml, de los cuales 63 son identicos a los de la Ml de los vims 
del tipo A. A partir del segundo marco de lectura y superpuesto al 
marco de lectura de la proteina Ml, se codifica la proteina BM2 de 
109 aa. La BM2 tambien funciona como un canal ionico, pero a di- 
ferencia de la M2 necesita de su activation por Na + y es permeable 
al paso de Cl". Los antivirales que bloquean la funcion de la M2 de 
los virus tipo A no son activos en este caso. 

La proteina M de influenza C se denomina CM2. 

2.4.6 Nucleoprotema 

La NP es codificada por el segmento 5 del RNA viral que tiene una 
longitud de 1.565 nt codificantes para 498 aa. Es la proteina mas 
abundante en la partfcula viral y en la celula infectada y es tambien 
uno de los antfgenos de tipo (A, B o C) junto con la Ml. Las mole- 
culas de NP son transportadas al nucleo y allf interaccionan con los 
segmentos de RNA para formar las RNPs junto con las polimerasas 
PA, PB1 y PB2. La NP de los vims B contiene 560 aa. y la homolo- 
gfa con la NP de los vims A es del 47%. La NP de los virus C tiene 
una longitud de 565 aa. y posee varias regiones de alta homologia 
con las NP de los vims A y B. 

La NP es el bianco mas importante de reactividad cmzada para 
los linfocitos T citotoxicos y tambien induce el desarrollo de anti- 
cuerpos especificos de tipo. En la fase tardfa de la infection celular 
es clivada por la action de caspasas celulares, pasando de un tama- 
no de 56 kDa. a la forma de 53 kDa., fenomeno que se asocia al 
comienzo de la apoptosis de la celula infectada. 

2.4.7 Proteinas no estructurales 

La proteina NS1 es codificada por el segmento 8 del RNA viral. 
Es expresada en grandes cantidades en la celula infectada pero 
no es detectada en la partfcula viral. Se asocia a polisomas en el 
nucleo y posee seiiales de exportation nuclear. La proteina NS2 
es tambien codificada por el segmento 8 del RNA viral. Original- 
mente se postulo que no se encontraba en la partfcula viral pero 
se la ha detectado asociada a la Ml en el virion. En la celula se 
la puede encontrar tanto en el nucleo como en el citoplasma. La 
serial de exportation nuclear tendria como rol la exportation de 
las RNPs desde el nucleo. 
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ENTRADA Y LIBERACION EN EL CITOPLASMA CELULAR DEL GENOMA DE INFLUENZA 



Figura 14.4. Entrada a la celula y etapas tempranas de la replicacion viral. (Tornado de Flint y col. Principles of Virology. Molecular 
Biology, Pathogenesis, and Control. ASM Press. 2000). 


3. ClCLO REPLICATIVO 

3.1 Entrada 

Las HAs de los virus A o B y la HEF de los vims C, se adhieren a 
los receptores de la superficie celular que son glicoproteinas que 
contienen residuos de acido N-acetil neuraminico (vims Ay B) o 
acido 9-O-acetil N-acetilneuraminico (vims C). A continuation, el 
vims penetra mediante una endocitosis mediada por el receptor. 
El bajo pH de la vesicula endocitica (pH 5-6) activa el proceso de 
desnudamiento y liberacion de las RNPs al citoplasma celular. Esto 
promueve un cambio estmctural en la molecula de HA que induce 
la fusion entre la envoltura del virus y la membrana del endosoma 
para liberar el core interno, a la vez que el ingreso de protones 
por el canal ionico M2 produce el descenso del pH dentro de la 
partfcula viral produciendo la disociacion de las RNPs de la M 1 , 
proceso esencial para su migration desde el citoplasma al nucleo 
celular (Figura 14.4). 

3.2 Transcripcion y replicaciOn 

Luego de la entrada de las RNPs al nucleo, a traves de los poros 
nucleares, se inicia la fase de transcripcion del genoma en RNAs 
mensajeros, catalizada por la RNA polimerasa viral adherida a las 
RNPs infectantes y la smtesis del RNA complementary, que sirve 
como templado para la smtesis del RNA genomico. El RNAm es 
transportado al citoplasma donde dirige la smtesis de protemas vi- 
rales. Se pueden distinguir dos fases en la expresion de los genes: la 
fase temprana caracterizada por la smtesis preferential de las pro- 
temas NP y NS1 y la fase tardia, principalmente dedicada a la sm- 
tesis de los componentes estructurales del virion. En esta etapa, los 
RNA virales son sintetizados en mayor proportion a lo requerido, 


se produce la smtesis preferencial de la HA y la Ml y la reduction 
de la NS1 . La production de la M2 es aun mas tardia. El ingreso al 
nucleo de Ml y NS2 induce la finalization de la smtesis de RNA y 
promueve la exportation de nucleocapsides y de pequenas cantida- 
des de polimerasas unidas al RNA con polaridad [-] hacia el citosol 
y, finalmente, hacia la membrana plasmatica. 

3.3 ENSAMBLE Y LIBERACION DE LOS VIRIONES 

El ensamble viral tiene lugar en la membrana plasmatica de la celula 
infectada al producirse el proceso de brotacion, mediante el cual el core 
RNP-M1 adquiere una envoltura derivada de regiones de la membrana 
plasmatica modificada por contener casi exclusivamente proteinas vi- 
rales de membrana. Las protemas integradas a la envoltura viral, HA, 
NA, M2 y NB de los virus A y B, y la HEF y CM2 de los virus C son 
sintetizadas en asociacion con el reticulo endoplasmico e insertadas en 
la membrana. Por ultimo, la Ml es asociada con la membrana plasma- 
tica y forma las bases para la interaction a traves de la cual las RNPs 
virales se ensamblan y brotan de la membrana plasmatica de la celula 
infectada constituyendo la progenie viral (Figura 14.5). 

4. Patogenia e inmunidad 

La patogenicidad y la vimlencia del virus influenza estan determina- 
das por varios factores que interactuan, algunos propios del hospeda- 
dor y otros del virus. Entre los primeros se pueden incluir la presencia 
de receptores adecuados en la celula hospedadora, la presencia de 
enzimas celulares necesarias para la entrada y replicacion viral, el 
estado de inmunocompetencia del hospedador y la habilidad del sis- 
tema inmune para controlar la replicacion viral con escasos danos 
colaterales asociados a la respuesta inflamatoria. Entre los factores 
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Figura 14.5. Ciclo replicativo de los virus influenza. 


virales se cuentan, entre otros, la habilidad para unirse a la celula 
hospedadora, la restriction del efecto citopatogenico para llegar a un 
equilibrio adecuado entre replication viral y control de la infeccion 
y, por ultimo, el escape a la inmunovigilancia mediante la variacion 
genetica inducida por la presion selectiva ejercida por la respuesta 
inmune. Los genes codificantes de las proteinas HA, NA, PB1 y NS 
estan asociados con la patogenicidad del virus. En modo analogo, los 
genes codificantes de las proteinas HA, NA y PB 1 tambien determi- 
nan la transmisibilidad de las cepas de influenza. 

Un aspecto central de la infeccion por este virus es su capaci- 
dad para evadir al sistema inmune del hospedador al que infecta. 
Para ello el virus posee diversas estrategias: a) la produccion de 
cambios antigenicos mayores (shift) y fluctuaciones antigenicas 
menores ( drift ); b) la produccion del fenomeno de von Magnus; 
c) la inhibition parcial de la respuesta mediada por interferon; d) 
la inadecuada presentation de peptidos virales en el contexto de 
moleculas de histocompatibilidad de clase I. 

Los cambios antigenicos mayores son el resultado de eventos de 
reasociacion de genes (por ejemplo, los codificantes de las proteinas 
de superficie viral, HA y NA, presentes cada uno en fragmentos 
separados) provenientes de cepas de virus con diferentes especifi- 
cidades de subtipo. Es decir, si una cepa del tipo Asubtipo H1N1, 
reasocia sus genes HA y NA con los de otra del tipo A con especi- 
ficidad de subtipo H3N2, aquella podria expresar las proteinas que 
originalmente codificaba con exception de las de superficie de la 
particula, que ahora sera tambien H3N2. Estos cambios drasticos se 
asocian a la emergencia de pandemias, como las ocurridas en 1918, 
1957 y 1968. Muchas veces la emergencia de un nuevo subtipo de 
influenza A ha producido el cese de circulation de uno anterior. Sin 
embargo, actualmente cocirculan los subtipos H1N1 y H3N2. Es 
motivo de controversia si tambien contribuyeron a la produccion 
de cambios antigenicos mayores fenomenos de recombinacion ge- 
netica (por ejemplo, presencia en una misma cadena -segmento- de 


RNA de secuencias provenientes de dos cepas con especificidades 
de subtipo diferentes), como fuera postulada para la pandemia de 
1918. Recientemente, fenomenos de recombinacion entre segmen- 
tos (genes codificantes de la hemaglutinina y de la matriz) fueron 
tambien demostrados en virus influenza aviar H7N3. Por otra parte, 
los cambios menores son consecuencia de la falta de lectura de 
prueba de la RNA polimerasa viral, que permite la evolution conti- 
nua de este virus, dando origen a epidemias que aparecen cada uno 
a tres anos. Son el resultado de la selection de mutantes que mues- 
tran alteraciones en la secuencia de aminoacidos de los polipeptidos 
de la HA y/o NA y son causados por mutaciones puntuales en la 
secuencia del RNA. Ocurren dentro de un tipo (influenza B) o de un 
subtipo (influenza A, subtipos H2N2, H3N2, etc.). Todas las cepas 
resultantes de estos cambios estan significativamente relacionadas 
entre sf. Cada variante sucesiva reemplaza a la anterior. 

El fenomeno de von Magnus consiste en la produccion de par- 
tfculas virales defectivas que conservan los determinantes antige- 
nicos de superficie, razon por la cual compiten con las particulas 
infectivas en su interaction con los receptores, sin contribuir a la 
propagation viral. El fenomeno de von Magnus, por ende, contri- 
buye a la limitation de la infeccion por influenza mediada por la 
respuesta inmune del hospedero. 

Con respecto a su interaction con el sistema inmune, se ha 
demostrado que el virus influenza no solo puede intentar la eva- 
sion al mismo mediante los mecanismos de variacion antigenica, 
sino tambien contrarrestandola especificamente. Influenza tambien 
puede inhibir la actividad del interferon. Lo hace actuando a tres 
niveles: a) interfiriendo con la via de serialization de induction 
del interferon (la proteina NS1 viral interactua con IRF3, con el 
RNA bicatenario, y con los factores de transcription NF-kB y AP- 
1); b) interfiriendo con la serialization mediada por el interferon 
(la proteina NS1 de influenza B interactua con ISG15, mientras 
que la proteina homonima de influenza A lo logra por mecanismos 
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Figura 14.6. Cinetica de excretion viral y desarrollo de anticuerpos especificos. 


desconocidos); c) interfiriendo con las vlas / moleculas efectoras 
del interferon [NS1 interactua con la PKR y protelna(s) viral(es) 
desconocida(s) aumenta(n) la expresion de un inhibidor de la PKR 
(p58 IPK )]. 

La variacion antigenica de influenza es un mecanismo central 
de evasion a la accion de anticuerpos. Por ejemplo, cambios en 
epitopes B criticos de la HA pueden evitar el apropiado recono- 
cimiento por anticuerpos neutralizantes pre-existentes. El virus 
influenza tambien puede producir cambios en las secuencias flan- 
queantes de epitopes T, que pueden contribuir a la evasion a los 
linfocitos T citotoxicos. Sin embargo, dada la cantidad de peptidos 
derivados de diferentes protelnas virales que son expresadas en el 
contexto de moleculas de histocompatibilidad de clase I, la evasion 
a los linfocitos T mediante variacion antigenica tiene un efecto mas 
restringido que la observada frente a los anticuerpos especificos. 

A pesar de los mecanismos de evasion descritos, el virus no 
produce por lo habitual infecciones persistentes, ya que el sistema 
inmune del individuo inmunocompetente finalmente logra controlar 
la infeccion. Para poder persistir en la naturaleza, influenza adopta 
la estrategia de golpear y escapar del hospedero ( hit and run) afec- 
tando a otro individuo susceptible (no inmune). 

4. 1 PUERTA DE ENTRADA Y TRANSMISION 

Influenza entra en el hospedador a traves del tracto respiratorio. 
La via predominante por la cual este virus se transmite de persona 
a persona es mediante aerosoles y pequenas gotas generadas en el 
tracto respiratorio superior al toser y estornudar. Tambien se pue- 
de transmitir por contacto directo con secreciones respiratorias. 
La persona infectada excreta virus desde 2 dlas antes de presentar 
sintomas clinicos hasta aproximadamente 5 dlas despues. Los ni- 
nos pueden excretar virus durante 10 dias o mas. El pico de re- 
plication viral se observa al cabo de 48 h. de la infeccion y luego 
declina lentamente. Por lo general, el virus puede ser recuperado 
de secreciones respiratorias hasta 1 a 3 dias despues de iniciados 
los sintomas. 

La ventilation humana normal en reposo es de unos 6 litros de 
aire por rninuto, con el que se introduce en los pulmones un elevado 
numero de partlculas extranas y gotas aerosolizadas que pueden 
contener virus. El deposito de estas depende de su tamano: peque- 


nas gotas con un diametro de 1 a 4 p sedimentan en la pequena via 
aerea mientras que las mas grandes o bien no logran entrar en el 
tracto respiratorio o se depositan en su portion superior. Numerosos 
mecanismos de defensa, incluyendo barreras mecanicas, bloquean fSMffSS 
la infeccion del tracto respiratorio. Este esta cubierto por una capa f j 
mucociliar de celulas ciliadas, celulas secretoras de mucus y glan- 
dulas. Las particulas extranas que ingresan en la cavidad nasal o 
en el tracto superior son atrapadas en el mucus, llevadas hacia la 
faringe y deglutidas. En el tracto respiratorio bajo, las partlculas 
son expulsadas por la accion ciliar de las celulas epiteliales. En los 
alveolos, que carecen de cilias o mucus, los macrofagos son los 
responsables de destruir las particulas. 

Una vez que el virus infecto eficientemente las celulas epite- 
liales respiratorias, la replication ocurre en horas y se producen 
numerosos viriones. Las particulas infecciosas se liberan de forma 
preferential por brotacion, desde el polo apical de la membrana 
citoplasmatica de las celulas epiteliales hacia la via aerea, produ- 
ciendose la rapida infeccion de las celulas vecinas. La inusual de- 
tection plasmatica del virus de influenza aviar tipo A subtipo H5N 1 , 
sugiere su liberation por el polo baso lateral de la celula (ademas de 
la que acaece por el polo apical). 


La infeccion viral induce cambios patologicos a lo largo del tracto 
respiratorio, pero la patologla mas significativa se produce en el 
tracto respiratorio inferior. Mediante estudios de broncoscopia en 
pacientes sin complicaciones se pudo observar inflamacion aguda y 
edema de las mucosas de laringe, traquea y bronquios. Las celulas 
columnares ciliadas se vuelven vacuoladas, edematosas, pierden 
las cilias y se descaman. Luego del primer dia comienza la desca- 
macion y production de mucus. Tambien se observa edema de la 
submucosa e hiperemia con un infiltrado de neutrofilos y celulas 
mononucleares, estando el antigeno viral presente de modo pre- 
dominante en las celulas epiteliales y mononucleares, aunque es 
infrecuente observarlo en la capa de celulas basales. En la neumo- 
nia viral primaria se produce una neumonitis interstitial con una 
marcada hiperemia y engrosamiento de las paredes alveolares y con 
un infiltrado de leucocitos mononucleares, dilatation de los capila- 
res y trombosis. Posteriormente se pierde el epitelio de las paredes 
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alveolares, se produce edema y exudado dentro del alveolo, una 
membrana hialina recubre las paredes de este ultimo y se produce 
una hemorragia intraalveolar. Los cambios necrotizantes pueden 
conducir a la ruptura de las paredes del alveolo. 

A1 nivel celular se produce una disminucion de la expresion de 
las protemas celulares y apoptosis, mecanismo adicional de destruc- 
tion celular. La apoptosis de celulas mononucleares esta asociada a 
la expresion en celulas mononucleares de la proteina PB 1 -F2. Lue- 
go del tercer a cuarto dia de comenzados los slntomas, se produce 
la mitosis de las celulas de la capa basal y se regenera el epitelio. La 
recuperation completa del epitelio probablemente demore un mes. 

4.3 Respuesta inmune 


4.3.1 Inmunidad innata 

Los virus de influenza replican exclusivamente en las celulas su- 
perficiales del tracto respiratorio. Son liberados en especial desde 
la superficie apical de las celulas, lo que limita la diseminacion sis- 
temica pero facilita la acumulacion de virus en el lumen del tracto 
respiratorio para la transmision al proximo hospedero susceptible. 

El tracto respiratorio tiene una serie de mecanismos protectores 
contra la infeccion de influenza incluyendo la capa de mucina, la 
accion de las cilias e inhibidores de proteasas que pueden prevenir 
la entrada efectiva a la celula y desnudamiento del virus. Una vez 
que las celulas epiteliales son infectadas, citoquinas proinflamato- 
rias son inducidas y liberadas desde estas celulas, alcanzando su 
pico maximo a los 2 dias luego de la infeccion experimental de 
animales de laboratorio, con importantes manifestaciones clmicas. 
Luego de la infeccion por influenza ocurre un incremento de la ac- 
tividad de celulas NK y consiguientemente, del interferon (Figura 
14.6). 


) Corpus 
Editorial 


4.3.2 Inmunidad humoral 

En el 80% de los individuos infectados naturalmente puede confir- 
marse una respuesta serica de anticuerpos. Luego de la infeccion, 
pueden detectarse anticuerpos especificos para la HA con isotipos 
IgM (la de mayor cuantla), IgG e IgA, mientras que en una respues- 
ta secundaria predominan los isotipos IgG e IgA. Los anticuerpos 
sericos desempenan un rol muy importante en la resistencia y re- 
cuperacion de la enfermedad y la transmision de anticuerpos IgG 
por via transplacentaria proporcionarla tambien un efecto protector. 

Los anticuerpos anti-HA son neutralizantes y especificos de 
cepa, previenen la infeccion y modifican la enfermedad. Los anti- 
cuerpos anti-HA impiden la union del virus al receptor celular. La 
inmunidad conferida es duradera. Por el contrario, los anticuerpos 
anti-NA, no son neutralizantes ni previenen la infeccion, aunque 
modifican la enfermedad y disminuyen la transmision. Estos an- 
ticuerpos bloquean estericamente el acceso de la NA a los sustra- 
tos celulares de alto peso molecular (acido N-acetil neuraminico) 
de la superficie celular, interfiriendo con la liberation del nuevo 
virus. La poblacion humana padece infecciones recurrentes con 
virus antigenicamente distinguibles a pesar de la inmunidad pre- 
via, adquirida con un virus del mismo subtipo, lo cual genera una 
respuesta cruzada de afinidad reducida. Se ha observado que ante 
una reinfection por virus influenza del mismo subtipo (por ejem- 
plo, una cepa con HA HI) los tltulos virales en pulmon son mas 
reducidos y el virus es eliminado mas rapido, como consecuencia 
de la memoria inmunologica. 


La otra subpoblacion de linfocitos T corresponde a los rela- 
cionados con los antlgenos de histocompatibilidad de clase II con 
fenotipo CD4 + . A dicha subpoblacion pertenecen los linfocitos T 
helper y cierta proportion de linfocitos citotoxicos. Los primeros, 
a su vez, se subdividen en dos estirpes funcionales: la que colabora 
con la diferenciacion de los linfocitos B en plasmocitos para la 
produccion de anticuerpos (linfocitos Tfh) y la de los linfocitos T 
HI que promueve la proliferation y diferenciacion de los linfocitos 
T citotoxicos CD8 + . Celulas T helper especificas para antlgenos de 
M o NP pueden proveer elaboration a las celulas secretoras de 
anticuerpos para HA. A su vez, una fraction de las celulas CD4 + 
puede tener actividad citolltica con un rango de especificidades 
antigenicas similar a las CTLs de clase I. Los linfocitos T CD4 + 
y CD8 + contribuyen a la inmunidad contra la infeccion por virus 
influenza. 

La linfoproliferacion es otra medida de la respuesta celular a 
influenza. Se han aislado linfocitos con respuesta a antlgenos de 
influenza a partir de sangre y de secreciones del tracto respiratorio 
inferior de individuos infectados. Luego de la infeccion en huma- 
nos se incrementa una respuesta de linfocitos a los antlgenos de 
influenza, comenzando entre el tercer y sexto dla post-infeccion y 
retornando a la nonnalidad el dla 28. 

Influenza A puede deprimir la reactividad en piel a antlgenos 
comunmente utilizados para medir la hipersensibilidad retardada. 
Ademas, puede observarse una depresion de la respuesta blasto- 
genica de los linfocitos de sangre periferica a la estimulacion por 
mitogenos en la convalecencia temprana. 

4.3.4 Inmunidad de mucosas 

En las secreciones nasales puede detectarse actividad de anticuer- 
pos neutralizantes contra la HA y la NA. En los humanos, los an- 
ticuerpos neutralizantes corresponden al isotipo IgA producidos 
localmente. Los anticuerpos IgA son los primeros mediadores de 
la resistencia a la infeccion por el virus en el tracto respiratorio 
superior, pueden actuar intracelularmente (los asi denominados in- 
tracuerpos) inhibiendo la replication viral y tienen un papel muy 
activo en la elimination del virus infectivo de las celulas epiteliales 
del tracto respiratorio. Para alcanzar su sitio de accion, la IgA debe 
atravesar el epitelio. Una vez dimerizada por la cadena J, se une al 
receptor Poli-Ig presente en el polo basolateral de la celula epite- 
lial y es transportado en una veslcula a traves del citoplasma hacia 
el polo apical, proceso denominado transcitosis. La produccion de 
TGF (3 (junto con las IL-5, IL-6 e IL-10) por las celulas epiteliales 
promueve la slntesis de IgA secretoria. Esta IgA es responsable del 
fenomeno de exclusion imnune, que impide el ingreso de particulas 
virales desde la luz del tracto respiratorio al interior del organismo. 

Durante la infeccion primaria, se detectan anticuerpos IgA, 
IgG e IgM especificos para la HA en los lavados nasales, aunque 
los de tipo IgA e IgM son detectados con mayor frecuencia. Los 
anticuerpos IgA producidos localmente por una infeccion natural 
pueden ser detectados hasta 3-5 meses luego de la infeccion y hay 
memoria para la IgA local para el antlgeno de influenza. La res- 
puesta local de IgA tambien puede detectarse como IgA en suero. 
Los anticuerpos de tipo IgG de lavados nasales aparecen sobre todo 
como consecuencia del trasudado del suero de acuerdo al gradiente 
de concentration suero-lavado nasal. 

5. CUADROS CUNICOS 


4.3.3 Inmunidad celular 

La inmunidad celular desempena un papel relevante en la elimina- 
cion del virus. Hay dos subpoblaciones de efectores linfocitarios 
en el humano. El primero consiste en las celulas que median ci- 
totoxicidad relacionadas con los antlgenos de histocompatibilidad 
de clase I con fenotipo CD8 + (CTLs). Estos CTLs aparecen en la 
sangre de individuos infectados hacia el dia 14 post-infeccion y 
desaparecen el dla 21, aproximadamente; muestran un patron de 
reactividad cruzada especifica del tipo de virus y una subpoblacion 
aun mas especifica lisa solo celulas infectadas con virus homologo. 


Se da el nombre de gripe a la enfermedad respiratoria aguda, febril, 
de importancia mundial causada por los virus influenza tipos A, B 
y C. No tiene signos patognomonicos, por lo que una descripcion 
mas precisa solo se logro luego de los primeros aislamientos de 
influenza Aen 1933, influenza B en 1940 e influenza C en 1947. Sin 
embargo, se dispone de la descripcion de esta enfermedad desde la 
antigiiedad debido a una constante de hechos como su naturaleza 
explosiva, sus signos respiratorios y sistemicos, su tendencia a la 
estacionalidad y su elevada tasa de ataque con alta mortalidad en 
personas de edad avanzada. La presentation de la gripe es extre- 
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Figura 14.7. A. Reaccion de hemaglutinacion. Columnas X: eritrocitos de pavo; Columnas Y: eritrocitos de cobayo. Se sembraron cuatro 
muestras (filas A-D) para detectar en ellas la presencia de la hemaglutinina del virus influenza. Se sembraron diluciones seriadas al doble, 
comenzando por la columna 1 dentro del grupo X y 1’ en el grupo Y (1/2). Filas Ay B: fenomeno de hemaglutinacion en las primeras cuatro 
columnas. Filas C y D: No se observa hemaglutinacion. B: Inhibition de la hemaglutinacion (IHA) empleando eritrocitos de pavo. Se 
utilizaron dos muestras sericas pareadas por cada paciente (una del periodo agudo y otra de la convalecencia) sembradas en las filas A-B, 
C-D, E-F y G-H, respectivamente para cuatro pacientes. Comenzando por una dilucion serica 1/10, sembrada en la columna 1, se realizaron 
subsiguientes diluciones al doble (columnas 2 a 7). Filas Ay B: pardesueros de un mismo paciente que no producen IHA; filas C y D: ausencia 
de IHA en el suero del periodo agudo (C) y fenomeno de IHA en el 2° suero hasta el 7° pocillo (columna 7), indicando conversion serologica; 
filas E y F: fenomeno de IHA en ambos sueros mostrando un incremento del titulo (inversa de la maxima dilucion que da positiva la reaccion) 
de anticuerpos IHAen el segundo suero, mayor a 5 diluciones; G y H: fenomeno de IHAen ambos sueros, sin diferencia significativa. 


madamente amplia, desde las infecciones asintomaticas que ocu- 
rren en alrededor de un 50% de los casos, hasta una enfermedad 
respiratoria con signos sistemicos -complicaciones multisistemicas 
que comprenden pulmones, corazon, hfgado, rinones y musculos-, 
hasta la muerte debida principalmente a la neumonfa viral primaria 
o bacteriana secundaria. 

La evolution estara influenciada por varios factores que in- 
cluyen la edad del paciente, infecciones o vacunaciones anteriores 
con cepas relacionadas antigenicamente, propiedades intrfnsecas 
del virus (subtipo de virus o nuevas cepas pandemicas), presencia 
de patologfas cronicas que afecten el corazon o los pulmones, falla 
renal o desordenes de la inmunidad. 

Las infecciones por influenza no pueden ser distinguidas con fa- 
cilidad en base a los parametros cllnicos de otras infecciones respira- 
torias: durante los brotes de gripe en la poblacion, el virus influenza 
se confirma como agente causal en alrededor del 50% de los casos 
clinicos y cuando se utiliza una definition de caso mas estricta se 
puede llegar a confirmar el 70% de los mismos. La gripe se define 
como una infeccion respiratoria alta de comienzo abrupto, con fiebre 
> 38° C y un sintoma sistemico (mialgias, astenia, escalofrios). Un 
90% de los casos presenta tos seca que perdura 1 6 2 semanas luego 
de la resolution, al igual que la astenia y el malestar general. La 
fiebre dura entre 1 y 5 dias y el cuadro agudo en general resuelve en 
una semana. Estudios comparativos sugieren que las infecciones por 
el subtipo A(H3N2) producen una enfennedad mas grave que con 
el subtipo A(H1N1) o el tipo B. El virus influenza C causa resfrio 
comun aunque, en ocasiones, se asocia con bronquitis y neumonfa 
en adultos y ninos. Las infecciones por influenza en ninos se mani- 
fiestan en forma similar aunque se evidencian algunas diferencias 
como temperatures mas elevadas y convulsiones febriles en el 20% 
de los casos admitidos en hospitales. Los ninos hospitalizados con 
influenza pueden presentar un cuadro de falso crup (vocablo derivado 
del frances croup, por el sonido de la tos; se considera verdadero crup 
al producido en el curso de la difteria), bronquiolitis o neumonia y se 
observa una relativa prominentia de otitis media y manifestaciones 
gastrointestinales, especialmente en menores de 6 meses. La letalidad 
por influenza en ninos intemados oscila alrededor del 4%. 

5.1 Complicaciones 

Las complicaciones de la gripe son predominantemente respira- 
torias. Incluyen bronquitis aguda, laringotraqueobronquitis (crup), 


bronquiolitis, neumonfa, otitis media, absceso pulmonar, empiema, 
exacerbaciones de la enfennedad pulmonar obstructiva cronica, del 
asma y de la fibrosis quistica. Las complicaciones cardiovasculares 
se reflejan en anormalidades en el ECG, falla cardiaca y miocar- 
ditis. A nivel del SNC pueden observarse convulsiones febriles en 
pediatrfa, encefalitis, sfndrome de Guillain-Barre y sfndrome de 
Reye. Este ultimo es un desorden multisistemico caracterizado por 
encefalopatfa e hfgado graso que ocurre principalmente en ninos 
de 5 a 14 anos que padecieron una infeccion por influenza B. Otras 
complicaciones son la falla renal, la dificultad en el control de la 
diabetes, la miositis y las complicaciones graves en los pacientes 
inmunocomprometidos por cancer hematologico o receptores de 
trasplantes. Tambien se ha descrito un pequeno pero significative 
exceso de mortalidad atribuido al asma en temporadas de epidemias 
graves donde circulo influenza A(H3), aunque este dato se reduce a 
niveles poco significativos en brotes de influenza B. La asociacion 
entre infeccion por influenza y muerte por bronquitis cronica fue 
reconocida ya en el siglo XIX. En relation con la edad, las muertes 
ocurridas por encima de lo esperado en la temporada invernal se 
registran regularmente en asociacion con las epidemias de gripe 
y alrededor del 90% de este exceso ocurre en individuos mayores 
de 65 anos. Hay que considerar que los individuos de este grupo 
de edad en general presentan alguna condition medica de base que 
se suma al riesgo. Por otra parte, existen numerosos informes de 
brotes de gripe en hogares de ancianos con alta tasa de ataque y 
elevada mortalidad, en comparacion con individuos que viven en la 
comunidad. Los adultos con diabetes mellitus tienen 1,7 veces mas 
probabilidad de morir por neumonfa e influenza que la poblacion 
general. 

Las personas receptores de trasplantes o con cancer presentan 
un aumento de la susceptibilidad a las infecciones por influenza y 
mayor riesgo de complicaciones pulmonares y muerte. Las neumo- 
nfas virales prevalecen sobre las de etiologfa secundaria bacteriana. 
Los pacientes inmunosuprimidos que padecen gripe excretan virus 
porperiodos mas prolongados que los inmunocompetentes. Se ha 
descrito elimination de virus durante 21 dias por ninos que adqui- 
rieron la infeccion nosocomial y hasta por 9 semanas en un caso 
de infeccion por HIV. Tambien las embarazadas que cursan entre 
el segundo y tercer trimestre de gestation durante el brote de gripe 
presentan un riesgo mas elevado, aunque pequeno, de admision 
hospitalaria, complicaciones pulmonares y muerte. El virus puede 
atravesar la placenta e infectar al feto, aunque no se han estableci- 
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do fehacientemente relaciones concretas entre malformaciones y la 
etiologfa viral. 

5.1.1 Neumonfa 

La neumonfa viral primaria es comun como complication de la 
gripe y presenta elevado riesgo de muerte sin infeccion bacteriana. 
Tanto influenza A como B pueden producir la neumoma viral pri- 
maria. La sintomatologfa es la correspondiente a la gripe aunque 
puede haber mayor tos y dolor de torax (pleurodinia). Se presenta 
con un rapido deterioro y el intervalo medio entre el comienzo de 
los sintomas y la muerte es de 6 dias. En la neumoma secundaria 
bacteriana, se documenta la infeccion bacteriana del pulmon junto 
a la infeccion con virus influenza. Estudios realizados durante las 
ultimas pandemias revelan que casi las tres cuartas partes de los 
pacientes con neumonfa fatal o grave tenfan una infeccion bacte- 
riana secundaria. En estos casos el comienzo puede ser insidioso a 
continuation de los sfntomas de gripe, o bien se evidencia la recafda 
al 4° o 5° dia de enfermedad, aunque puede ser mas tardia. Los 
principales agentes bacterianos observados en una revision de casos 
fatales fueron: Staphylococcus aureus, Streptococcus pneumoniae, 
Haemophilus influenzae o infecciones mixtas. En un estudio reali- 
zado en Buenos Aires, en pacientes con neumonfa de la comunidad 
que requerfan internacion, se diagnostico neumonfa por influenza 
como unico agente en el 7,8% de los pacientes y como agente co- 
infectante en el 9,2%. 

6. Diagnostico virologico 


a procesarse dentro de los 3 dias de obtenida, debe conservarse a 
4° C y evitar su congelation para preservar la estructura celular en 
caso de realizar IF, o disminuir la perdida de infectividad si se va 
a realizar aislamiento. Para ello tambien es imprescindible mante- 
ner el material en un medio de transporte adecuado para virus. La 
realization de la toma de la muestra clfnica dentro de los primeros 
3 dias de comienzo de la enfermedad y su adecuada conservation 
contribuyen en forma relevante a la detection del virus. 

6. 1 Diagnostico rapido 

La tecnica mas utilizada es la IF con anticuerpos monoclonales diri- 
gidos contra la nucleoprotefna viral. Por lo tanto, debe contarse con 
reactivos separados para la detection de influenza A y B. Tambien 
se dispone de anticuerpos monoclonales especificos para algunas 
HAs como H 1 y H3 con los que se puede obtener information con 
rapidez del subtipo circulante. La ventaja de este metodo es su adap- 
tabilidad al uso hospitalario y la posibilidad de aplicarlo a la detec- 
tion de varios virus de forma simultanea. Las pruebas de ELISA 
para detection de antfgenos son mucho menos utilizadas ya que no 
agregan sensibilidad y suelen ser mas prolongadas. Sin embargo, en 
muchas oportunidades se recomienda el uso de las pruebas de ELISA 
de membrana, que pueden ser realizadas por personal no entrenado 
y se consideran utiles para diagnosticos rapidos realizados durante la 
consulta, a los efectos de implementar terapias especificas o tomar 
acciones preventivas. 

6.2 Cultivo 


) Corpus 
Editorial 


El diagnostico de laboratorio de la infeccion por el virus influenza 
es una herramienta util en Salud Publica debido al gran impacto 
en la morbilidad y mortalidad. El diagnostico desempena un rol 
de importancia tanto en el manejo individual del paciente como 
en el control de brotes. Existe una gran variedad de pruebas de 
laboratorio, ya sea para detectar la presencia de antfgenos virales, 
acidos nucleicos virales y particulas virales infecciosas (viriones) 
o celulas infectadas presentes en los materiales clfnicos, en gene- 
ral muestras de secreciones respiratorias. Tambien hay pruebas 
serologicas que detectan la respuesta inmune del hospedador (Fi- 
gures 14.7 Ay B). 

La election de la prueba apropiada depende de la information 
requerida y de su uso posterior. Asf, las pruebas de diagnostico 
rapido para detection de antigenos por inmunofluorescencia (IF) 
o enzimoinmunoensayo (ELISA) son las recomendadas al nivel 
hospitalario o en atencion primaria para decidir intervenciones con 
antivirales especificos o como control de infecciones para aisla- 
miento respiratorio del paciente. Estas tecnicas son sencillas y no 
necesitan de un equipamiento sofisticado pero no proporcionan in- 
formation antigenica de las cepas. Por el contrario, un laboratorio 
de referencia que participa en un programa de vigilancia de influen- 
za requiere una baterfa de pruebas que permita un detallado estudio 
antigenico y genetico de las cepas para lo cual es imprescindible 
realizar previamente el aislamiento viral en huevos embrionados o 
en cultivos celulares. Por otra parte, las tecnicas rapidas tienen, en 
general, menor sensibilidad que el aislamiento viral o las tecnicas 
moleculares, lo que redunda en un alto valor predictivo positivo. La 
baja sensibilidad de algunas tecnicas puede ser mejorada mediante 
una buena election de la muestra clfnica a utilizar. Los virus in- 
fluenza replican primariamente en las celulas epiteliales columnares 
del tracto respiratorio; por ende, la toma de muestra debe tender a 
cosechar la maxima cantidad de celulas de este tipo infectadas. Los 
lavados o aspirados nasofarfngeos tienen mayor contenido celular 
que los hisopados; en los hisopados o lavados faringeos se obtienen 
sobre todo celulas epiteliales escamosas no convenientes para la de- 
tection directa del virus aunque este puede ser aislado en cultivo. El 
pico de excretion viral se produce al cabo de 48-72 h. de iniciados 
los smtomas clfnicos y luego disminuye notoriamente, por lo que se 
recomienda la toma de una muestra temprana, aunque en los ninos 
esta puede obtenerse aun luego de algunos dfas. Si la muestra va 


Los virus influenza replican en una variedad de celulas primarias, 
diploides o continuas pero el sistema mas sensible y el mas utilizado 
es la lfnea celular Madin-Darby canine kidney (MDCK), cuyas ce- 
lulas contienen en su superficie acido sialico con uniones a-(2,3) y 
a-(2,6) galactosa, aunque este no es el unico determinante de sensi- 
bilidad. Una condition indispensable para el aislamiento de influenza 
es la necesidad de agregar enzimas proteolfticas como la tripsina para 
asegurar el clivaje de la HA y, por ende, el ciclo de replication viral. 
Asimismo, la presencia de suero fetal bovino inhibe la production de 
virus infeccioso debido a la presencia de sustancias que inactivan las 
proteasas responsables del clivaje, o bien a macromoleculas glicosi- 
ladas que pueden inhibir la union al receptor por parte del virus. Por 
lo expuesto, una manera de obtener buenos rendimientos en el aisla- 
miento viral es la utilization de cultivos de celulas MDCK, lavando 
la monocapa antes de la inoculation y mantenidas luego con medio 
fibre de suero y con el agregado de tripsina. Tambien se mejora el 
aislamiento utilizando temperatures de incubation bajas (33 a 35° 
C) o centrifugando el inoculo sobre la monocapa celular (cultivo ra- 
pido). El efecto citopatico consiste en el redondeamiento celular con 
desprendimiento posterior, que en general se observa dentro de los 7 
dfas de inoculados los cultivos. 

El cultivo de virus influenza en huevos embrionados de gallina 
de 9 a 1 1 dias es de uso amplio en veterinaria y en la production de 
vacunas debido a su alto rendimiento. Las muestras se inoculan si- 
multaneamente por via intraamniotica e intraalantoidea, se incuban 
a 33-35° C por 3-4 dias, al cabo de los cuales se cosechan ambos 
liquidos. La confirmation del aislamiento en huevos se realiza me- 
diante hemaglutinacion y en celulas por inmunofluorescencia y se 
titula luego la cosecha por hemaglutinacion. 

6.3 SubtipificaciOn 

La diferenciacion entre tipos A y B y la determination de los 
subtipos de A uede realizar por RT-PCR (Figure 14.8) 6 por in- 
hibition de la hemaglutinacion (IHA) con antisueros preparados 
en ovinos o polios. Para una mejor caracterizacion antigenica de 
los aislamientos, se utilizan antisueros preparados en huron con 
los que se detectan mas especificamente las variantes antigenicas 
circulantes. Un aislamiento que presenta una reduction de 4 veces 
o mas en el titulo IHA respecto de un antisuero preparado con una 
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Virus 

Fecha de toma 

Sueros de huron post-infeccion 

B/Yamanashi/1 66/98 

B/Victoria/504/00 

B/Hong Kong/22/01 

Cepas de referencia 





B/Yamanashi/1 66/98 


1280 

<20 

80 

B/Victoria/504/00 


640 

640 

20 

B/Hong Kong/22/01 


<20 

<20 

1280 

Cepas de campo 





B/Buenos Aires/MC1/02 

09/05/2002 

<20 

<20 

160 

B/Buenos Aires/MC4/02 

30/05/2002 

<20 

<20 

80 

B/Buenos Aires/8039/02 

19/06/2002 

20 

20-40 

>2560 

B/Buenos Aires/1025461/0 

24/06/2002 

<20 

20 

>2560 

B/Cordoba/1 02771 6/02 

27/06/2002 

<20 

20 

160 

B/La Plata/1025279/02 

03/07/2002 

<20 

40 

>2560 

B/Buenos Aires/7640/02 

12/07/2002 

<20 

<20 

160 

B/Chaco/H5728/02 

06/08/2002 

<20 

<20 

160 

B/Cordoba/1 035565/02 

12/08/2002 

<20 

<20 

48-80 

B/Neuquen/1 978/02 

03/09/2002 

<20 

<20 

160 


Tabla 14.2. Resultados de la prueba de Inhibition de la Hemaglutinacion de cepas de referenda y de los alslamlentos de influenza 
B (ano 2002). 


cepa previa se considera que ha experimentado un cambio anti- 
genico significativo. Esta informacion es utilizada para evaluar 
la necesidad de modificar la composicion de las vacunas a ser 
aplicadas a la poblacion (Tabla 14.2). 

6.4 Deteccion de RNA viral 

La reaccion en cadena de la polimerasa acoplada a transcription in- 
versa (RT-PCR) es ampliamente usada en el diagnostico, tipificacion 
y subtipificacion del virus influenza en materiales clinicos o aisla- 
mientos (Figura 14.8). Tambien es utilizada para la diferenciacion de 
los genes virales de alto rendimiento en la production de vacunas o 
para el analisis del origen de los segmentos del RNA viral. En gene- 
ral, no se detecta un significativo aumento de la deteccion viral por 
este rnetodo en relation con el aislamiento. Tambien pueden combi- 
narse de modo apropiado los cebadores y las condiciones de la PCR 
para realizar una PCR multiple en un unico tubo. La combination de 
PCR con el analisis mediante endonucleasas de restriction permite 
obtener informacion de las variaciones geneticas del virus obviando 
el detallado y laborioso analisis de secuencias. La utilization de una 
plataforma de PCR en tiempo real para la deteccion de influenza ha 
demostrado ser igualmente sensible y confiable que la PCR conven- 
tional, con las conocidas ventajas del corto tiempo de reaccion y la 
diminution de posibles contaminaciones de laboratorio. La posibi- 
lidad de analizar molecularmente las cepas circulantes de influenza 
mediante secuenciacion mejora y completa la calidad de los datos 
obtenidos a la hora de formular la composicion de la vacuna anual. 

6.5 Diagnostico serologico 

En general no es util para el manejo clinico inmediato pero puede 
establecer un diagnostico retrospectivo o bien ser una herramienta 
util en la vigilancia epidemiologica. Una de las dificultades en la 
aplicacion del diagnostico serologico es contar con las imprescin- 
dibles dos muestras pareadas de suero, ya que las infecciones por 
el virus de influenza suelen ser reinfecciones y el paciente habi- 
tualmente posee anticuerpos circulantes detectados por las tecnicas 
mas usuales como la fijacion de complemento (FC), que detecta los 
anticuerpos dirigidos hacia la nucleoprotefna, o la IHA que mide 
los anticuerpos protectores generados por los antfgenos de tipo y 
subtipo. Tambien puede recurrirse a la deteccion de IgM en una 
unica muestra aunque no es de uso habitual y tambien tiene baja 
sensibilidad. La tecnica de neutralization que requiere trabajar con 


virus infectivo, provee informacion similar a la IF1A por lo que 
no se la utiliza de forma habitual. La FC es poco sensible y los 
anticuerpos que detecta se producen tardfamente como para ser de 
utilidad diagnostica. 

Cualquiera de las pruebas de laboratorio para el diagnostico de 
influenza sera seleccionada con base en la disponibilidad tecnica y 
en la estrategia de trabajo. Pero es de especial importancia tener en 
cuenta que debido a la gran variabilidad del virus influenza, todo 
aislamiento de campo puede constituir una valiosa informacion para 
la epidemiologfa de la gripe. 

El valor de las diferentes muestras clmicas y la sensibilidad de las 
tecnicas diagnosticas se observan en Tablas 14.3 y 14.4. 

7. Profilaxis 

7. 1 Vacunas inactivadas 

La vacunacion representa el mayor soporte para la prevention de la 
gripe. Los anticuerpos dirigidos contra la F1A y la NA son los respon- 
sables de la proteccion contra la infection y contribuyen a la mejoria 
de la enfermedad. En la actualidad, se dispone comercialmente de 
tres tipos de vacunas inactivadas cultivadas en huevos: a vims ente- 
ros (viriones completos), a virus fraccionados (split) obtenidas por 
un paso de ruptura de la envoltura viral, y vacunas con antfgenos de 
superficie purificados. Todas son igualmente inmunogenicas, aunque 
solo las dos ultimas son las aconsejadas para uso en pediatria. 

Las vacunas antigripales desencadenan una respuesta inmune 
cepa-especifica con niveles reducidos de proteccion para variantes 
antigenicas respecto de las cepas vacunales y no son eficaces para ce- 
pas no relacionadas. Por lo tanto, deben ser trivalentes, incluyendo 15 
pg de cada uno de los antigenos correspondientes a los dos subtipos 
de influenza A (FUN1 y F13N2) y de influenza B. La Organization 
Mundial de la Salud (OMS), previa consulta con los expertos de sus 
Centros Colaboradores, recomienda la composicion de la vacuna a 
ser usada en la siguiente temporada del hemisferio norte en febrero 
y del hemisferio sur en septiembre de cada ano. Luego de la vacuna- 
cion, alrededor de un 90% de los sujetos normales desarrollan titulos 
de anticuerpos IHA >40 (es decir, > a una dilution 1 :40 con resultado 
positivo) considerados protectores. La proteccion para la enferme- 
dad ocasionada por infecciones por el virus de influenza A confir- 
madas por laboratorio en individuos jovenes sanos, cuando existe 
buena correlation entre el vims vacunal y el circulante, se estima en 
un 70-95%. Los gmpos de personas definidos por su alto riesgo de 
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Figura 14.8. Reacciones de RT-PCR hemi-anidada ( hemi Nested) para deteccion de cepas de influenza A subtipos 
HI (pb = 207) y H3 (pb = 241). 


padecer una gripe sintomatica o bien una complication con elevada 
morbilidad y mortalidad estan incorporados en las recomendaciones 
de las nomias nacionales de vacunacion. Estas observaciones estan 
avaladas por diferentes estudios epidemiologicos realizados durante 
epidemias o pandeinias de gripe durante las cuales se detectan indices 
elevados de mortalidad por causas cardfacas, respiratorias o desor- 
denes metabolicos o renales. Otros datos confiables se han obtenido 
a rafz de estudios controlados realizados para evaluar el efecto de 
los programas de vacunacion en la reduction de las hospitalizacio- 
nes por enfermedades cardfacas o respiratorias. Asf, en un estudio 
realizado en Argentina, luego de implementar programas anuales de 
vacunacion antigripal, se observo una efectividad del 38% en preve- 
nir intemaciones por neumonia en individuos mayores de 65 anos y 
del 45% en el grupo de alto riesgo. La mortalidad durante las inter- 
naciones por neumonia se ve significativamente disminuida cuando 
los individuos de este grupo etario reciben de forma conjunta vacuna 
antigripal y antineumococcica. Por otra parte, lactantes y ninos sanos 
presentan un riesgo aumentado de internacion durante la temporada 
de circulation de virus influenza por lo que en algunos paises han 
recomendado la vacunacion de los ninos de 6 a 23 meses de edad. 

En Argentina, antes de la pandemia, la vacunacion en Pediatrfa 
se recomendaba solo para ninos de alto riesgo. Apartir del 2010 la 
vacuna antigripal -que incluye, ademas de las cepas estacionales, 
la cepa pandemica H1N1- se ha integrado al Caledario Oficial de 
vacunacion en Argentina. 

Es gratuita y obligatoria para personal de salud, embarazadas, ma- 
dres de ninos menores de 6 anos y ninos de 6 a 24 meses. Para mayores 
de 65 anos o personas con enfermedades de riesgo es gratuita con la 
presentation de una orden medica. (Ver Capitulo de Vacunas Virales). 

7.1.1 Efectos adversos 

Millones de dosis de vacuna antigripal se administran anualmente 
en todo el mundo y la proportion de efectos adversos es baja. Estos 


consisten, en especial, en eritema en el sitio de inyeccion, aunque 
algunos pacientes relatan sintomas sistemicos y fiebre que no pu- 
dieron detectarse en forma significativa en relation con el placebo. 
Es controvertido el tema en relation con los pacientes asmaticos y 
la exacerbation de la hiperreactividad bronquial. Los ultimos estu- 
dios controlados recomiendan la vacunacion debido a sus efectos 
protectores dada la morbilidad de influenza en este grupo. 

7.2. Vacunas a virus vivos 

Estas vacunas se producen con virus recombinantes a partir de cepas 
de virus atenuados adaptadas a la propagation en frio (cold-adapted) 
que funcionan como dadoras de atenuacion y los antfgenos HA y NA 
de las cepas recomendadas para la vacuna anual. Son de administra- 
tion nasal e inducen una respuesta de tipo humoral y celular en el 
tracto respiratorio superior e inferior. Recientemente, fueron apro- 
badas para su uso en EE.UU. en una poblacion sana de 5 a 49 anos. 

7.3 Vacunas para la prevencion de la influenza pandemica 

Luego de los ultimos eventos de infection por virus de gripe aviar 
altamente patogenos en humanos, se desarrollaron vims vacunales 
candidatos para ser utilizados en la production de vacunas dirigi- 
das a prevenir la enfermedad por cepas pandemicas. Estas vacunas 
estan principalmente basadas en tecnologias de genetica inversa 
cuyas ventajas mas relevantes consisten en la posibilidad de re- 
mover las bases moleculares de la alta patogenicidad de este virus 
y la habilidad de producir virus reasociados utilizando los genes 
de la HA modificado y de la NA del virus aviar y el resto de los 
genes provenientes de un virus seguro utilizado en la production 
de vacunas, como el A/PR/8/34. El virus obtenido atenuado para 
el hombre tiene la capacidad de propagarse de forma adecuada en 
huevos embrionados y en celulas de manuferos. Se estan llevando 
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Tecnica 

Sensibilidad 

Tiempo 

Tarea 

IF 

50-90% 

2-4 h. 

V,D 

EIA 

50-80% 

2-20 h. 

V,D 

EIA 

membrana 

60-1 00% 

15-30 min. 

V,D,P 

RT-PCR 

90-1 00% 

1-1,5 dla 

V,D, otra 

RT-PCR 

tiempo 

real 

90-1 00% 

2 h. 

V,D, otra 


Tabla 14.3. Sensibilidad comparada de diferentes tecni- 
cas de deteccion con respecto al aislamiento en cultivo 
celulares. V: Vigilancia, D: Diagnostico, P: Prueba paciente 
cercano. 


a cabo ensayos piloto con el fin de obtener la aprobacion de estas 
vacunas. 

En base a la experiencia previa, se implementaron metodologlas 
similares para la obtencion de una vacuna eficaz en la prevention de la 
infeccion por la nueva influenza A (H INI ). 

8. Tratamiento antiviral 

La terapia antiviral especlfica para la gripe es posible mediante el uso 
de dos tipos de drogas: los inhibidores del canal ionico M2 (aman- 
tadina y rimantadina) y los inhibidores de la neuraminidasa (oselta- 
mivir y zanamivir). El primer grupo fue descubierto en los anos 60 
y actua solo sobre influenza A inhibiendo el desnudamiento viral al 
inicio del ciclo de replication. Reducen la fiebre y los slntomas en 1 
6 2 dlas si se administran dentro de las 24 horas transcurridas desde el 
inicio de los smtomas, aunque tambien pueden usarse para prevenir la 
infeccion. La profilaxis post-exposition en los convivientes previene 
la enfermedad por influenza A en alrededor de un 70%, pero puede 
aparecer con rapidez resistencia antiviral. La base genetica para la 
resistencia involucra sustituciones aminoacidicas unicas en las po- 
siciones 26, 27, 30, 31 6 34 en la porcion transmembrana del canal 
ionico M2. Tienen algunos efectos secundarios indeseables a nivel 
del SNC, aunque la rimantadina es mejor tolerada que la amantadina. 

En los ultimos anos se ha detectado a nivel mundial un dramati- 
co aumento de virus influenza A (H3) resistente a los adamantanos, 
ya sea por presion adaptativa del virus post-tratamiento o por mu- 
taciones que ocurren naturalmente. Esta observation llevo al cese 
de la indication de su uso para tratamiento o quimioprofilaxis de 
las infecciones por influenza. 

El segundo grupo de antivirales compite con la NA viral a nivel 
del sitio activo en la union con el acido sialico del receptor celular, 
lo que impide la liberation de los nuevos viriones limitando la in- 
feccion; esta porcion de la NA es una region altamente conservada 
en influenza A y B por lo que el antiviral es efectivo para ambos 
tipos de virus. Deben ser administrados dentro de las 36 horas trans- 
curridas desde el comienzo de la enfermedad, habiendose observa- 
do reduction de la duration de la misma en 1,5-2, 5 dlas y un 31% 
de reduction en las complicaciones de la gripe o en la gravedad de 
los smtomas. Los pacientes que reciben oseltamivir tienen titulos 
virales significativamente mas bajos en hisopados nasales y farm- 
geos sin disminuir la respuesta humoral a la infeccion. 

A partir del 2008 se comenzaron a detectar cepas de influenza 
A (HI) estacional resistentes al inhibidor de NA de administration 
por via oral (oseltamivir). En algunas regiones esta resistencia 
llego a detectarse hasta en el 100% de las cepas estudiadas. Por 
estudios preliminares realizados para la nueva influenza A (H INI) 
se detectaron tambien algunas cepas resistentes aunque en baja 
proportion. No ocurre lo mismo con el antiviral de administra- 
tion por aerosol (zanamivir) para el cual no se detectaron cepas 
resistentes. 


Muestra 

Celulas 

IF 

ELISA 

Cultivo 

Lavados o 
aspirados NF 

+++ 

+ 

+ 

+++ 

Hisopados NF 

+ 

+ 

+ 

++ 

Hisopados 
o lavados 
faringeos 

NC 

+/- 

+/- 

+ 

Hisopados 

nasofaringeos 

+ 

+ 

+ 

++ 

BAL (lavado 
bronco-alveolar) 

+ + 

+ 

+ 

+++ 

Biopsia pulmon 

+ + 

+ 

+ 

+++ 


Tabla 14.4. Muestras clinicas para la deteccion de virus 
influenza. NC: Tipo de celulas no conveniente. 


9. Epidemioloci'a 

La gripe es una enfermedad de distribution mundial que se presenta 
con preferencia en las epocas invemales de los pafses de clima tem- 
plado, entre mayo y septiembre en el hemisferio sur (Figura 14.9) y 
entre octubre y marzo en el hemisferio norte. 

En los pafses tropicales puede presentarse durante todo el ano, 
aunque esta descrita cierta asociacion con las temporadas de lluvia. 
La gripe epidemica suele manifestarse ano tras ano, a partir de la 
circulation de una nueva variante viral o de un subtipo o tipo viral 
diferente al predominate en anos anteriores, lo que determinara 
tambien los grupos de poblacion mas afectados. Pero, cuando surge 
un nuevo virus -por cambio de la HA y/o de la NA viral para el cual 
la poblacion humana no tiene memoria inmune- que logra propa- 
garse eficientemente entre los individuos, se producen epidemias 
mundiales que se denominan pandemias. 

Desde una perspectiva epidemiologica, la gripe constituye 
un permanente desaffo debido a la naturaleza cambiante del vi- 
rus, su actividad impredecible y la fragilidad de los datos reco- 
gidos para establecer el verdadero impacto de la enfermedad. 
Los parametros mas utilizados son el exceso de mortalidad y de 
morbilidad, el ausentismo escolar y las tasas de hospitalization. 
La medicion de la magnitud de la morbilidad por gripe tiene 
limitaciones debidas a que esta basada en un diagnostico clfnico 
carente de especificidad por lo que los datos se computan como 
sfndrome tipo influenza y se relacionan con el total de las con- 
sultas por todas las causas. Un indice mas util es la medicion del 
efecto de esta enfermedad sobre la mortalidad registrada en las 
estadlsticas vitales (Figura 14.10), aunque en los certificados de 
defuncion generalmente no se registra la gripe como causa del 
deceso. Por lo tanto, se registran las neumonfas y las complica- 
ciones cardlacas o pulmonares cronicas preexistentes. De todos 
modos, estos son datos que solo podran dar information retros- 
pectiva. Datos de mortalidad obtenidos en Santa Fe, Argentina, 
describen el efecto de las epidemias de gripe sobre la mortali- 
dad. Al respecto, se detecto en cuatro temporadas un exceso de 
muertes asociadas a la circulation de influenza A(H3N2), aun- 
que no en todos los anos en que circulo este virus, por lo que se 
presume la existencia de otros factores asociados a la gravedad 
de dichas epidemias de gripe (Figura 14.9). 

9. 1 Vigilancia epidemiolOgica 

La OMS ha establecido una red mundial de vigilancia de la gripe 
con la finalidad de conocer las caracterfsticas de la distribution 
mundial de estos virus, su estacionalidad y la aparicion de nuevas 
variantes de impacto en la salud humana. Esta constituida por alre- 
dedor de 1 10 laboratories llamados Centres Nacionales de Influenza 
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Figura 14.9. Notificaciones por sindrome tipo influenza y muertes por neumonia e influenza. Santa Fe, Argentina 
1992-1999. Fuente: Kusznierz y col. (2002). 
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cuya responsabilidad es obtener informacion acerca de las cepas 
circulantes, sus caracterfsticas antigenicas e impacto epidemiolo- 
gico. Actualmente, la vigilancia de gripe en Argentina se basa en 
diferentes estrategias centralizadas en el Ministerio de Salud: la 
vigilancia virologica mediante una red nacional de laboratorios, las 
unidades centinela distribuidas en gran parte del pals que cuentan 
con un componente epidemiologico, uno clfnico y uno de laborato- 
rio y la notification obligatoria de casos de sindrome tipo influenza. 
Los datos se ingresan en un sistema interconectado que permite co- 
nocer la situacion en cualquier punto del misrno. Cuando los casos 
denunciados superan el umbral establecido, que en general se ubica 
entre el 8 y 10% de las consultas, y se obtienen resultados positivos 
para influenza en las muestras clinicas, se define la situacion como 
epidemica. 

La vigilancia virologica permite contar con un elevado numero 
de muestras clmicas positivas para virus influenza que proporcionan 
informacion relacionada con las variantes del virus y su correlation 
con las cepas vacunales. Una proportion de los aislamientos obte- 
nidos se envfa periodicamente a los Centros Colaboradores de la 
OMS, laboratorios de referencia internacional, contribuyendo asf 
con datos nacionales a la informacion que definira la composition 
de las vacunas a utilizar en la poblacion. 


lO. Influenza pandemica 


Las aves acuaticas de vida silvestre constituyen reservorios natu- 
rales de los virus influenza A; evolutivamente se ha establecido 
en ellas un equilibrio tal, que no enferman. En estas aves circulan 
todos los subtipos de HA descritos hasta el presente (del 1 al 16) 
y de NA (del 1 al 9). Las aves acuaticas son las responsables de 
transmitir estos virus a especies de mamfferos que incluyen huma- 
nos, porcinos, equinos y tambien a las aves de corral, donde pueden 
establecer linajes permanentes o bien causar infecciones transitorias 
y a veces muerte. Puede ocurrir que se transmita el virus completo, 
como ha ocurrido desde 1997 en las infecciones humanas por virus 
aviar altamente patogeno A (H5N 1 ), o que segmentos del genoma 
de virus aviares reasociados con segmentos de virus de mamfferos 
constituyan nuevos virus, como los virus pandemicos de 1957 y 
1968 (Figura 14.11). 


Por lo general, cuando un nuevo virus de influenza A hace irrup- 
tion en la poblacion humana, desaparece el vims que habfa circulado 
con anterioridad, excepto en el evento de reintroduce ion de los vims 
H1N1 en 1977, momenta a partir del cual co-circulan en humanos 
virus influenza A H3N2 y H1N1 de forma conjunta con influenza B. 
Los frecuentes brotes de influenza aviar H5N 1 altamente patagena 
en aves de corral de Asia detectados a partir de 2002 y las infeccio- 
nes a humanos ocurridas en este contexto, han generado expectativas 
relacionadas con la posibilidad de que este subtipo viral logre una 
eficiente transmision persona a persona y se establezca como vims 
pandemico. Durante sucesivos brotes ocurridos entre 1997 y 2001, 
este vims se mantuvo antigenicamente homogeneo; pero en 2002 
presenta una variation antigenica importante que le otorgo alta pato- 
genicidad para los patos y otras aves acuaticas, hecho no observable 
por lo habitual en la naturaleza. A partir de 2004, se sucedieron brotes 
de tal magnitud en China, Japon, Corea, Tailandia, Vietnam, Indone- 
sia, Camboya y Laos que condujeron a la destruction de mas de 150 
millones de aves, principalmente polios, y que afecto -hasta febrero 
de 2013- al menos a 615 personas con 364 defunciones, extendien- 
dose luego a paises como Turquia, Irak y Egipto, Indonesia, China y 
Vietnam entre otros. 

Los casos humanos se presentaron sobre todo entre ninos y 
adultos jovenes, con una neumonia viral primaria y fallo mul- 
tiorganico con evolution clfnica muy agresiva y una letalidad de 
alrededor del 50%. El contagio se produjo por contacto directo 
con aves infectadas u objetos contaminados con sus deyecciones 
y en general afecto a personas que convivfan muy estrechamente 
con las aves enfermas en el medio rural. Hasta el presente no se 
ha confirmado transmision eficiente de persona a persona, pero 
si ocurriera una reasociacion con cepas de influenza humana, la 
probabilidad de transmision exitosa entre personas seria elevada. 
Aunque no se conocen con certeza todos los factores que deter- 
rninan la patogenicidad de los virus influenza, se puede afirmar 
a la luz de los conocimientos actuales, que un amplio tropismo 
tisular y la habilidad de replicar sistemicamente podrian explicar 
esta caracterfstica. Al nivel molecular, uno de los determinantes 
de alta patogenicidad es la presencia de una serie de aminoacidos 
basicos en el sitio de clivaje de la HA, lo que le permite utilizar 
las proteasas presentes en una extensa gama de tejidos y por ende 
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Figura 14.10. Mortalidad por influenza y neumonias en diferentes grupos etarios para los anos 1995-1999. Fuente: 
Direccion de Epidemiologia, Ministerio de Salud, Argentina. 


replicar en ellos. Por otra parte, diversos hallazgos indican que 
multiples constelaciones de genes son necesarias para conferir la 
alta patogenicidad y que la evolucion de la infeccion es depen- 
diente del hospedador. 

Existen dos mecanismos por los cuales este virus aviar podria 
transformarse en un virus pandemico: una adaptacion paulatina al 
nuevo hospedero por mutaciones acumulativas ocurridas durante 
una sucesion de pasajes en el hombre o bien una reasociacion con 
genes de virus influenza humanos que le otorgarian la capacidad de 
infectar y transmitirse en forma eficaz y durable. 

La alarma generada en todo el mundo ante la posibilidad de 
una nueva pandemia se justifica por la sobrecarga de morbi-mor- 
talidad que estas generan, con el consecuente impacto social. La 
forma ideal de combatir la emergencia de un nuevo virus para el 
hombre es inhibir o reducir la probabilidad de infecciones entre 
las especies. La matanza de las aves infectadas demostro ser el 
metodo mas eficaz al presente ya que reduce la carga viral y la 
posibilidad de infectar al hombre. Tambien se han incluido me- 
didas de higiene y cambios en los mercados de aves vivas en las 
regiones afectadas, as! como la instrumentacion de un plan de 
vacunacion de las aves en las granjas de la region afectada utili- 
zando una cepa H5N 1 inactivada. De todos modos, si no se logra 
contener la transmision inter-especie, se debera apuntar hacia las 
estrategias de vacunacion y de rapida produccion de vacunas hu- 
manas adecuadas, las que probablemente no se puedan obtener en 
tiempo y forma a partir del sustrato habitual que son los huevos 
embrionados. Por lo tanto, estan en ensayo nuevas tecnologias 
basadas en genetica inversa utilizando plasmidos con virus H5 o 
H7 modificados en la secuencia de la HA. Tanto esta tecnologia 
como las vacunas preparadas en cultivos celulares o con adyu- 
vantes alternatives necesitaran la aprobacion de los organismos 
de control luego de ensayos clfnicos apropiados, lo que deberia 
realizarse antes de la declaracion de la pandemia. En 2005, luego 
de reconstruirse el genoma completo del virus causante de la pan- 
demia de 1918 mediante genetica inversa, se postulo que un virus 
de influenza (totalmente) aviar habia circulado en humanos poco 
tiempo antes de la pandemia de 1918. Sin embargo, subsiguien- 
tes analisis publicados en 2006, desafiaron la hipotesis postulada, 
sugiriendo que la pandemia de 1918 habia sido causada por un 
virus que circulaba en mamiferos y que luego habia experimen- 


tado eventos de reasociacion de genes. Con independence de la 
verdad aun por develar sobre el pasado del virus, la vigilancia 
de los cambios geneticos que se producen en los virus aviares, 
que estan infectando al hombre en la actualidad, podria ayudar a ?s*°sSs 
predecir el desarrollo de su capacidad de transmision eficiente en |30 
humanos. 


Son muchos los hechos involucrados en la aparicion de un virus 
nuevo: sus orfgenes, la adquisicion de la capacidad para saltar de 
un reservorio natural a nuevos hospedadores, la posibilidad de pro- 
ducir enfermedad y la de propagarse directamente entre ellos. Se 
desconoce si el virus H5 N1 pueda llegar a ser el proximo agente 
causal de una pandemia, por lo que cualquiera de los posibles can- 
didates solo podra ser detectado mediante una cuidadosa vigilancia 
de eventos no habituales tanto en salud humana como animal. 

A pesar de los ingentes esfuerzos realizados en los ultimos 
anos para preparar al mundo para enfrentar una nueva pandemia 
de influenza, la naturaleza y el impacto de las actividades humanas 
hicieron posible el surgimiento de un nuevo virus no procedente del 
reservorio aviar sino como consecuencia de diversas reasociaciones 
de genes de cerdos de distintos linajes, virus aviares y humanos. 
Los laboratories carecian de metodos diagnosticos especificos para 
este agente por lo que en Argentina el primer caso se diagnostico 
por aislamiento viral con confirmacion posterior por tecnicas mole- 
culares en el Laboratorio Nacional de Referenda del Instituto Na- 
cional de Enfermedades Infecciosas ANLIS Dr. Carlos G. Malbran. 
Luego, se implemento el diagnostico por RT-PCR en tiempo real 
siguiendo normas internacionales (CDC/OMS) centralizandose el 
mismo para atender la demanda de hospitales e instituciones publi- 
cas y privadas que no disponfan de la tecnologia adecuada. 

A la vez que se realizaba el diagnostico individual de los ca- 
sos probables tambien fue necesario realizar la caracterizacion del 
virus circulante. Se implemento el aislamiento viral en condicio- 
nes de alta contencion biologica (BSL-3) y la secuenciacion del 
genoma completo para monitorear la sensibilidad a los antivirales 
disponibles, verificar si se producia reasociacion con las cepas de 
virus influenza A estacionales (ya circulantes en la poblacion y en 
otras especies animales), determinar si el virus adoptaba cambios 
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Figura 14.11. Generacion de los ultimos virus pandemi- 
cos hasta 1968. 
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asociados a mayor virulencia y tambien trabajar muy estrechamente 
con los equipos de salud de vigilancia epidemiologica veterinaria 
para verificar si se producian eventos de salto de especie humano- 
porcino-aviar. 

Los resultados indicaron: que los virus mantenfan una alta ho- 
mologfa con los virus que habfan iniciado el brote epidemico en 
Norteamerica; que circulaba un solo linaje viral; que no habia su- 
frido reasociacion con los virus estacionales; que eran resistentes 
a amantadina pero mantenfan la sensibilidad al oseltamivir; y que 
no habfan adquirido cambios relacionados a factores de virulencia 
previamente descriptos. 

Fue posible establecer la transmision del virus de humanos a un 
plantel de cerdos de una granja ubicada en la Pcia. de Buenos Aires. 


Por otro lado, debido a que la mortalidad inicial observada en 
nuestro pais era mayor a la de otras regiones y a que el brote epide- 
mico se solapaba con la temporada invemal, momenta de circula- 
tion de otros patogenos productores de IRA. se realizo la busqueda 
de otros agentes virales y bacterianos para determinar si los casos 
severos se asociaban con coinfecciones. Se observo la coinfection 
con otros virus respiratorios como asf tambien con bacterias pro- 
ductoras de infection respiratoria, estableciendose la mayor asocia- 
cion en los casos graves con el Streptococcus pneumoniae. 

Es sabido la frecuente emergencia de cepas resistentes, seleccio- 
nadas en pacientes inmunocomprometidos infectados con virus de 
influenza bajo tratamiento antiviral. Como consecuencia de la im- 
plementation de la secuenciacion del genoma completo se mantuvo 
el monitoreo de la sensibilidad al oseltamivir y fue posible detectar 
la selection de una cepa resistente en un nino trasplantado renal que 
habfa adquirido la infection y habfa sido tratado con oseltamivir. 
Afortunadamente la cepa resistente no se disemino en la poblacion. 

Debido al gran requerimiento diagnostico que genero la pande- 
mia se decidio realizar la transferencia tecnologica del diagnostico 
molecular del virus influenza A al resto del pais. Se transfirieron 
una RT-PCR convencional, que amplifica una region del gen que 
codifica para la protema matriz, y la RT-PCR en tiempo real imple- 
mentada en el Laboratorio Nacional de Referencia, recomendada 
por la OMS. Se aprovecharon las capacidades ya existentes para la 
realization de ensayos de RT-PCR convencional en los laboratories 
de la Red Nacional de Influenza y Virus Respiratorios o de otros 
laboratorios asociados a esta Red y las limitadas capacidades de 
RT-PCR en tiempo real ya disponibles en el pafs. 

Si bien la pandemia demando un gran esfuerzo en muchos 
aspectos y uno de ellos fue la respuesta del laboratorio, la con- 
secuencia de esta demanda ha sido la implementation de nuevas 
tecnologfas tanto en el Laboratorio Nacional de Referencia como 
en los laboratorios de la Red Nacional de influenza y Virus Respira- 
torios lograndose asi que el pais presente mejores condiciones para 
afrontar futures eventos con potencial pandemico. 

En relacion al virus de la influenza pandemica a H1N1 del 
2009, su patogenia se describe en el Capttulo 5; los comienzos de 
la pandemia en el Capi'tulo 59; y las vacunas en el Capttulo 59.1. 
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La familia Paramyxoviridae incluye al mas importante patogeno 
productor de infecciones respiratorias agudas (IRA) en ninos: el 
virus sincicial respiratorio humano ( human respiratory syncytial 
virus -RSV-); a los virus parainfluenza, sarampion y parotiditis, y a 
un nuevo virus descubierto en el 2001, el metapneumovirus humano 
(human metapneumovirus - hMPV). 

Todos los paramyxovirus penetran por via respiratoria y pro- 
ducen infecciones agudas. Afectan con frecuencia a la poblacion 
pediatrica, aunque tambien infectan a adultos, ancianos e inmuno- 
suprimidos. 

Los paramyxovirus pueden provocar infecciones localizadas 
exclusivamente en el tracto respiratorio (IRA) o, ademas, disemi- 
nadas a otros organos. Los virus que producen IRA son los virus 
parainfluenza, el RSV y el hMPV. Dado que no producen viremia, 
no se diseminan a otros organos. En ninos pequenos pueden pro- 
ducir desde IRA leves del tracto superior, hasta IRA del tracto 
inferior graves y aun mortales. La inmunidad depende fundamen- 
talmente de la IgA en la mucosa respiratoria. Esta respuesta local 
de IgA suele ser de escasa magnitud y corta duracion, por lo cual 
son frecuentes las reinfecciones. Por esta y otras causas inherentes 
a los virus, no existen aun vacunas eficaces para RSV, parainfluen- 
za y hMPV. 

Los paramyxovirus que producen infecciones diseminadas son 
el virus del sarampion y el de la parotiditis. Estos tambien pene- 
tran y replican en el tracto respiratorio pero, ademas, producen 
viremia y de esa forma se diseminan a otros tejidos (piel, testiculo, 
glandulas salivales, SNC, etc.). Dada la intensa estimulacion an- 
tigenica producida por la viremia y por la replicacion en organos 
se induce una importante respuesta humoral (IgM e IgG) y celular 
que genera una inmunidad solida y duradera y resistencia a las 
reinfecciones. Para prevenir el sarampion y las paperas (vocablo 
proveniente de papo: parotida) existen vacunas a virus vivo y ate- 
nuado de gran eficacia. 


1. Taxonomi'a (Tabla 15.1.1) 

La familia Paramyxoviridae comprende dos subfamilias: Para- 
myxovirinae que incluye cuatro generos ( Respirovirus , Morbi- 
llivirus, Rubulavirus y Henipavirus) y la subfamilia Pneumovi- 
rinae (con los generos Pneumovirus y Metapneumovirus). Las 
subfamilias y generos se definen de acuerdo a sus caracteristicas 
morfologicas (diametro de la nucleocapside, antigenos, etc.), a 
la actividad biologica de sus protefnas y a la organizacion de sus 
genomas. 

Dentro del genero Respirovirus se incluyen los virus parain- 
fluenza humano (1 y 3) y dentro del Rubulavirus, el virus parotiditis 
(paperas) y los virus parainfluenza humano 2 y 4. En el genero 
Morbillivirus se encuentra el virus sarampion y otros productores 
de enfermedad en animales. 

En el genero Pneumovirus se ubica el RSV y otros que afectan 
a animales. En el genero Metapneumovirus se clasifica el hMPV y 
el pneumovirus aviar que afecta a aves. 

En el nuevo genero Henipavirus se encuentran dos virus muy 
patogenos productores de zoonosis, el virus Nipah y el virus Hen- 
dra. El Nipah se descubrio en 1998 en Malasia y Singapur y re- 
cientemente se han reportado casos en Bangladesh. Esta asociado 
a infeccion respiratoria en cerdos y a encefalitis en humanos, con 
una mortalidad del 40%. El hombre se infecta indirectamente por 
contacto con cerdos infectados. El Hendra se describio por primera 
vez en 1994 en Australia, en cuadros respiratorios en caballos y en 
el hombre. Ambos virus han sido clasificados como patogenos de 
clase 4 y sus reservorios son los murcielagos frugivoros. 

2. Morfologi'a y estructura antigenica 

Los paramyxovirus son esfericos y de mayor tarnano (150-300 nm) 
que los orthomyxovirus y presentan mas pleomorfismo debido a 


Genero 

Especie 

Serotipos 

Subfamilia Paramyxovirinae 

Respirovirus 

Parainfluenza 

1,3 

Sendai (prototipo, apatogeno para el hombre) 


Rubulavirus 

Parainfluenza 

2, 4 Ay 4B 

Parotiditis 

1 

Newcastle (aves) 


Morbillivirus 

Sarampion 

Moquillo (perros) 

Peste bovina (ganado) 

1 

Henipavirus 

Nipah (cerdos, humanos) 

Hendra (caballos, humanos) 


Subfamilia Pneumovirinae 

Pneumovirus 

Virus sincicial respiratorio (Respiratory syncytial virus - RSV) 

grupos Ay B 

Metapneumovirus 

Metapneumovirus humano ( Human Metapneumovirus - hMPV) 
Pneumovirus aviarios (aves) 

grupos Ay B 


Tabla 15.1.1. Familia Paramyxoviridae. 
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Figura 15.1.1. Diferencias entre orthomyxovirus y paramyxovirus. Adaptado de: http://www.pathmicro.med.sc.edu/viral/ 
para-rsv-adeno.htm. 


) Corpus 
Editorial 


que poseen una envoltura laxa. A1 igual que los orthomyxovirus, 
los paramyxovirus poseen una nucleocapside tubular con simetria 
helicoidal que contiene RNA con polaridad negativa y una trans- 
criptasa asociada al virion. Una diferencia esencial es que los pa- 
ramyxovirus presentan un genoma no segmentado, mientras que el 
genoma de los orthomyxovirus es segmentado. Esto hace que sean 
geneticamente mas estables, es decir, que no se observa la gran 
variabilidad antigenica caracteristica de los orthomyxovirus. 

Las diferencias entre ambas familias se muestran en la Tabla 
15.1.2 y en la Figura 15.1.1. Las diferencias entre los diversos pa- 
ramyxovirus se indican en Tabla 15.1.3. 

La envoltura con doble capa lipldica posee tres protelnas: dos son 
glicoprotemas y una es no glicosilada y se ubica en la parte interna 
(proteina M). Las dos glicoprotemas se encuentran en dos proyeccio- 
nes o espiculas (Figura 15.1.1). Una de ellas permite la union al re- 
ceptor celular, y se denomina HN, H o G, dependiendo de si contiene 
la actividad de hemaglutinina y neuraminidasa (glicoproteina HN), 
solo de hemaglutinina (H) o si carece de ambas actividades (G). Esto 
constituye otra diferencia con los orthomyxovirus que contienen la 
actividad de hemaglutinina y neuraminidasa en espiculas separadas. 

La otra espicula exclusiva de los paramyxovirus es la glico- 
proteina de fusion (F), fundamental para la penetracion viral por 
fusion de su envoltura con la membrana celular, as! como para la 
diseminacion intercelular. Esto induce la formacion de sincicios 


(celulas gigantes multinucleadas) por fusion de las membranas de 
las celulas infectadas (Figura 15.1.2). Para actuar, la proteina F 
debe ser clivada en dos polipeptidos (Fly F2) que se mantienen 
unidos por puentes disulfuro, lo que ocurre por action de proteasas 
celulares. Si estas enzimas no estan presentes, la penetracion no 
ocurre. De acuerdo a la composition del sitio de clivaje de la protei- 
na F, hay dos grupos de paramyxovirus: aquellos que tienen un sitio 
de clivaje con multiples aminoacidos basicos y utilizan proteasas 
intracelulares (ubicadas en el aparato de Golgi) y otro grupo en que 
el sitio de clivaje presenta solo un aminoacido basico y requiere de 
proteasas externas para su cultivo in vitro. En el virus parotiditis y 
en el RSV existe otra proteina integral de membrana, la SH, cuya 
funcion aun no esta determinada. 

3. Cultivo 

Los paramyxovirus son muy labiles al calor, la desecacion y a la 
congelation y descongelacion. Por ello, en el transporte de las 
muestras para diagnostico por aislamiento debe tenerse extremo 
cuidado en un envio rapido y convenientemente refrigerado (4° C) 
para evitar la inactivation viral, siendo recomendable la inoculation 
inmediata de la muestra en los cultivos celulares. 

Los paramyxovirus crecen en cultivos primarios de rinon de 
primates y en algunas lineas continuas (LLC-MK2, HEp2, VERO). 


Caracteristica 

Orthomyxovirus 

Paramyxovirus 

Forma 

esferica 

esferica, pleomorfica 

Formas filamentosas 

frecuentes 

poco frecuentes 

Tarnaho (nm) 

100 

150-300 

Envoltura con espiculas 

si 

si 

Glicoproteinas HAy NAen espiculas separadas 

si 

no 

Glicoproteina F 

no 

si 

Nucleocapside: diametro (nm) 

9 

14-18 

RNA con polaridad negativa 

si 

si 

Genoma segmentado 

si 

no 

Transcriptasa (RNA polimerasa-RNAdependiente) 

SI 

SI 

Replication en: 



nucleo 

si 

no 

citoplasma 

no 

si 

Formacion de sincicios 

no 

si 

Inclusiones citoplasmaticas 

no 

si 


Tabla 15.1.2. Diferencias entre los Orthomyxovirus y Paramyxovirus. HA: hemaglutinina; NA: neuraminidasa. 
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Virus 

Parainfluenza 

Sincicial respiratorio 

Parotiditis 

Sarampion 

Metapneumovirus 

Serotipos 

1, 2, 3, 4A y 4B 

1 (Grupos Ay B) 

1 

1 

1 (Grupos Ay B) ? 

Nucleocapside: 

18 

14 

18 

18 

? 

diametro en nm 






Adsorcion 

HN 

G 

HN 

H 

G 

mediada por: 






HA 

+ 

- 

+ 

+ * 

- 

NA 

+ 

- 

+ 

- 

- 

Proteina F 

+ 

+ 

+ 

+ 

+ 

Hemadsorcion 

+ 

- 

+ 

+ 

- 

Inclusiones: 






- citoplasmaticas 

+ 

+ 

+ 

+ 

+ 

- nucleares 

- 

- 

- 

+ 

- 


Tabla 15.1.3. Caracteri'sticas diferenciales entre los paramyxovirus. HA: hemaglutinina; NA: neuraminidasa. * solo aglu- 
tina globulos rojos de primate. 


c - k 


V 


Figura 15.1.2. Accion citopatica del RSV en cultivo de 
celulas HEp2. Observese la formacion de sincicios. 

Para el aislamiento de parinfluenza y el hMPV, se debe adicionar 
tripsina al medio de cultivo para que sea efectiva la infection. 

La mayoria no produce una clara accion citopatogenica, con ex- 
ception del RSV y del virus sarampion que producen sincicios (Fi- 
gura 15.1.2). Por ello, lapresencia deun paramyxovirus enun cultivo 
puede demostrarse por reacciones de hemaglutinacion o hemadsor- 
cion (Capltulos 3 y 9), ya que todos producen hemaglutinacion, con 
las unicas excepciones del RSV y el hMPV. Los antigenos virales en 
los cultivos infectados tambien pueden detectarse por inmunofluores- 
cencia (IF). Los paramyxovirus no se propagan en huevos embriona- 
dos en el primer pasaje, con la exception del virus parotiditis. 

Dadas las dificultades inherentes al adecuado transporte de las 
muestras debido a la gran labilidad de estos virus se prefieren para 
diagnostico los procedimientos rapidos (detection de antigenos por 
IF o ELISA o tecnicas moleculares). 

4. ClCLO REPLICATIVO 

El genoma de los paramyxovirus contiene 8-10 genes. Entre los 
diferentes generos, los genes presentan un orden particular (Figura 
15.1.3) y esta caracteristica permite su clasificacion. El ciclo de 
replication es similar para todos los paramyxovirus y se desarrolla 
en el citoplasma, si bien varla ampliamente la duration del perlodo 
de latencia. 

Los receptores celulares para los respirovirus y rubulavirus son 
ricos en acido sialico. Para el virus del sarampion el receptor celular 
es la proteina de superficie CD46 o la molecula SLAM (dependien- 
do de la cepa). La adsorcion ocurre a traves de la glicoprotelna de 


envoltura viral, que recibe nombres distintos de acuerdo a la activi- 
dad que posea: H (actividad de hemaglutinina), HN (ambas funcio- 
nes: hemaglutinina -HA- y neuraminidasa -NA) o G (sin actividad 
de HA ni NA). Una vez ocurrida la adsorcion al receptor, la entrada 
se realiza con intervention de la otra glicoprotelna de envoltura 
(F) por fusion de la envoltura viral con la membrana plasmatica a 
pH neutro, liberandose luego las nucleocapsides en el citoplasma. 

La slntesis del RNA de los paramyxovirus se realiza en el citoplas- 
ma, donde el RNAneoformado se asocia con las protemas de la nucleo- 
capside (NP). Estas ultimas se forman en exceso y su acumulacion en el 
citoplasma de las celulas infectadas produce los caracterfsticos cuerpos sSp 
de inclusion intracitoplasmaticos que pueden detectarse por IF para un H B 
diagnostico rapido en celulas descamadas del tracto respiratorio. 

El RNA genomico de los paramyxovirus posee polaridad opues- 
ta a la del RNA mensajero viral, por lo cual se denominan virus con 
RNA de cadena negativa. La slntesis de RNA de los paramyxovirus 
pareceria ser dependiente de interacciones especificas entre la pro- 
telna L (polimerasa) con la nucleoprotelna NP y una fosfoprotelna 
P con el genoma viral. La formacion de racimos de P junto a L a lo 
largo de la nucleocapside sugiere un efecto cooperative entre ambas 
protemas para la slntesis de RNA viral. 

El genoma esta flanqueado en su extremo 3’ terminal por una 
region de alrededor de 50 nucleotidos denominada leader y una 
region en su extremo 5’ de 50-161 nucleotidos denominada trailer. 

Estas dos regiones son esenciales para la transcription y replica- 
cion del genoma. Entre cada gen existe una region intergenica que 
contiene una secuencia de comienzo, una secuencia intergenica y 
una de finalization de la transcription. Estas regiones varlan en 
secuencia y en longitud en los distintos generos. La transcription 
se produce a partir del extremo 3’ a lo largo de la formacion lineal 
de genes por un mecanismo secuencial de termination y reinitia- 
tion (stop-start) durante el cual la polimerasa - actuando en cis- es 
guiada por senales conservadas presentes al final de cada gen para 
producir una serie de RNAm monocistronicos subgenomicos. 

Las senales GS ( gene-start ) y GE ( gene-end) presentes en cada 
gen del RSV dirigen la initiation transcripcional y la termination y 
poliadenilacion, respectivamente. Estas senales parecen operar in- 
dependientemente para cambiar la polimerasa a rnodos de apagado 
y encendido ( on-off) respectivamente, en los cuales la polimerasa 
se mueve a lo largo del genoma con y sin slntesis de RNA. En el 
modo on -modo de slntesis activado por la serial GS- la polimerasa 
transcribe hasta que se encuentra con una serial GE. En el modo 
off -modo no sintetico activado por una serial GE- la polimerasa se 
mueve a lo largo del genoma a traves de las regiones intergenicas 
hasta que se encuentra con la siguiente serial GS y se reinicia la 
slntesis. Es absolutamente necesario que se termine la transcription 
de un gen para poder comenzar la del gen siguiente. 
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Subfamilia Paramyxovirinae 

Genero Respirovirus.e specie virus Sendai, especie virus Parainfluenza 1 y 3 
3’ NP P/C/V M F HN L 5’ 



Genero Morbillivirus: especie virus Sarampion 

Genero Henipavirus: especie virus Hendra, especie virus Nipah 


3’ NP P/C/V M F H L 5’ 


Genero Rubulavirus: especie virus Parotiditis , especie virus Parainfluenza 2 y 4 


3’ NP 



5’ 


Subfamilia Pneumovirinae 

Genero Pneumovirus: especie virus Sincicial respiratorio humano 


3’ NS1 N P M SH G F M2 L 5’ 



Genero Metapneumovirus : especie Pneumovirus aviario, especie Metapneumovirus humano 


3’ N P M F M2 SH G L 


5" 


© corpus Figura 15.1.3. Organization del genoma de los paramyxovirus. Adaptado de: a) "Fields Virology"; 4 th edition, Lippincott 
Editorial Williams and Wilkins, 2001 ; b) "Hendra and Nipah viruses: different and dangerous" de Eaton BB etal., Nat Rev Microbiol 2006; 
4: 23-35. 


La replication del RNA ocurre cuando la polimerasa cambia 
a un modo de lectura en el cual las senales de transcription son 
ignoradas. Esto produce un intermediario replicativo de sentido 
positivo, el anti-genoma, que sirve despues como templado para la 
formacion de los genomas de la progenie viral. El RNA anti-geno- 
mico es varias veces menos abundante que el RNA genomico. La 
sintesis del anti-genoma es dependiente de la smtesis de la proterna 
NP que se encapsida simultaneamente con el RNA naciente. 

El ensamblaje y posterior liberation de viriones tienen lugar en 
el citoplasma. En primer termino se produce la combination de la 
nucleocapside con RNA genomico (-) o anti-genomico (+). A con- 
tinuation, se anaden las protelnas auxiliares de la nucleocapside. El 
RNA mensajero (+) no se encapsida, por lo que se ha postulado la 
existencia de secuencias nucleotldicas especificas donde se inicia la 
encapsidacion en el RNA genomico y en el templado intermediario 
anti-genomico. Las protelnas de la nucleocapside se sintetizan en po- 
lirribosomas citoplasmaticos mientras que las protelnas de envoltura 
se producen en ribosomas unidos al reticulo endoplasmico rugoso. 
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Estas protemas poseen un peptido serial que induce la union del ri- 
bosoma a la membrana celular y el anclaje en esta de las protelnas 
de envoltura, que sera glicosilada por enzimas celulares. Durante el 
ensamblaje y maduracion de los nuevos viriones, las nucleocapsides 
se ubican en zonas cercanas a la membrana celular, la que es modi- 
ficada por action viral y expresa glicoprotelnas de origen viral que 
dan lugar a los fenomenos de fusion celular, con la trpica formacion 
de sincicios (Figura 15.1.2). Los nuevos viriones emergen por gema- 
cion arrastrando una envoltura que contiene lrpidos de origen celular 
y glicoprotelnas virales (HN, H o G y proteina F). Cada uno de los 
paramyxovirus se describen en los capltulos siguientes. 

Adendum 

Mientras este caprtulo se encontraba en la etapa de prueba de gale- 
ra, se descubrio un nuevo receptor para el virus sarampion en celu- 
las epiteliales polarizadas: la molecula de nectina-4, perteneciente 
a la superfamilia de las Igs (Miihlebach M et al, 2011; Noyce R et 
al, 2011). 

• Henrickson K. "Parainfluenza viruses". Clin Microbiol Rev 2003; 16: 
242-64. 
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Virus Sincicial Respiratorio (RSV) 

Guadalupe Carballal - Cristina M. Videla 


El virus sincicial respiratorio humano (RSV) pertenece a la familia 
Paramyxoviridae, subfamilia Pneumovirinae, genero Pneumovirus. 

El RSV se aislo por primera vez en 1956 al analizarse muestras 
obtenidas de un chimpance con slntomas respiratorios; se lo deno- 
mino "agente de la coriza del chimpance". Posteriormente, se lo 
recupero de dos ninos con neumonia y crup en EE. UU. A partir de 
alii, este nuevo virus se reconocio como un patogeno humano y se 
denomino virus sincicial respiratorio ( respiratory syncytial virus 
-RSV-) debido a su capacidad para formar sincicios en celulas de 
cultivo. Numerosos estudios epidemiologicos establecieron clara- 
mente al RSV como el agente viral mas importante en las infeccio- 
nes graves del tracto respiratorio inferior en la poblacion pediatrica 
de todo el mundo. Tambien se lo reconoce como un agente impor- 
tante de infeccion respiratoria en ancianos y en pacientes trasplan- 
tados de medula osea, siendo asimismo frecuente en la poblacion 
adulta. 

1. Caracteristicas 

Los virus de la subfamilia Pneumovirinae son pleomorficos, con 
envoltura, con una nucleocapside helicoidal que contiene una mo- 
lecula unica de RNA genomico, no segmentado y de polaridad ne- 
gativa y que replican en el citoplasma. 

El genoma del RSV contiene 10 genes que codifican para 11 
protelnas. En la nucleocapside, la nucleoprotefna N, la fosfoprotei- 
na P, la polimerasa L y el factor antiterminador M2-1 se encuentran 
asociados al RNA genomico para formar la replicasa viral. La nu- 
cleocapside esta cubierta por una envoltura que contiene 3 glico- 
protefnas de transmembrana: la proteina de union al receptor (G), 
la proteina de fusion (F) y la proteina pequena hidrofobica (SH). La 
proteina de matriz M forma una cubierta proteica en la cara interna 
de la envoltura. Existen dos proteinas no estructurales, NS1 y NS2, 
que se detectaron en significativa cantidad en celulas infectadas, 
pero de las que en los viriones solo se hallaron trazas. Ambas pro- 
teinas, actuando en cooperacion obligatoria, median la resistencia 
del virus a los interferones a y p. 


Como todos los vims RNA, el RSV presenta una gran variabi- 
lidad, probablemente como resultado de una elevada tasa de muta- 
cion espontanea producida durante la replicacion. 

Proteina F. Dirige la penetracion viral por fusion entre la en- 
voltura viral y la membrana plasmatica de la celula hospedadora, 
liberando la nucleocapside al citoplasma. Cuando la infeccion es 
mas avanzada, la proteina F expresada en la superficie celular puede 
mediar la fusion con celulas adyacentes para formar los sincicios. 
Este es un efecto citopatico caracterlstico y, probablemente, una via 
de diseminacion del RSV. La proteina F es clivada por una proteasa 
celular en la red trans-Golgi para producir dos subunidades unidas 
por puentes disulfuros: F y F,. El clivaje expone un nuevo extremo 
N-terminal de F que es el peptido de fusion, un segmento hidrofo- 
bico rico en glicina que se inserta dentro de la membrana celular de 
la celula bianco durante el proceso de fusion. 

Proteina G. Es la que presenta la mayor diversidad, tanto ge- 
netica como antigenica, entre todas las proteinas del RSV. Es una 
glicoproteina de transmembrana de tipo II que tiene 289-299 ami- 
noacidos con un dominio citoplasmatico N-terminal (aminoacidos 
1-37), un dominio hidrofobico (aminoacidos 38-66), que le sirve 
tanto de peptido serial como de anclaje a la membrana, y un ecto- 
dominio (aminoacidos 64-289/299) constituido por los dos tercios 
restantes del extremo C-tenninal orientados hacia el exterior de 
la membrana (Figura 15.2.1). Durante la replicacion, tambien se 
sintetiza una forma soluble de la proteina G, la proteina Gs, que 
constituye el 1 6-20% de la proteina G total sintetizada en cultivo, 
pero cerca del 80% de la proteina G liberada al medio de cultivo 24 
h. post-infeccion. Se postula que podria actuar como senuelo para 
atrapar anticuerpos neutralizantes dirigidos contra la proteina G del 
RSV y minimizar los efectos neutralizantes de la respuesta inmune. 

El ectodominio C-terminal de la proteina G tiene una region 
central altamente conservada en todos los RSV humanos con cuatro 
residuos de cisteina (posiciones 173, 176, 182 y 186). Esta zona es 
ligeramente hidrofobica y ha sido propuesta como el sitio posible 
de union del virus al receptor celular. 

Flanqueando esta region central, hay dos segmentos de la pro- 
teina con un elevado grado de variacion de secuencia y un alto 
contenido de serina y treonina, que son sitios potenciales para O- 


NH 2 


Dominio 

citoplasmatico 

ira • r 

1 region 
hipervariable 

ectodominio 

~>da • ' 

2 region 
hipei-variable 


1 1 1 ^ 1 

Dominio hidrofobico 


Region conservada 



Aminoacidos 





50 

1 

100 

1 1 

150 200 

1 

250 

1 

298 


COOH 


Figura 15.2.1. Estructura de la glicoproteina G del RSV: representation lineal de la estructura primaria. Adaptado de 
la Tesis doctoral "Epidemiologla molecular del virus sincicial respiratorio en Argentina" de Galiano M. realizada en el labora- 
tory de Virologia, CEMIC. Facultad de Medicina, UBA, abril de 2004. 


Capi'tulo 15 / Paramyxovirus 


295 


glicosilacion. Tambien tienen un alto contenido de prolina, lo que 
podrfa contribuir al tipo de estructura secundaria no plegada. Esta 
composition aminoacldica, junto con el alto contenido de azucares 
O-glicosilados, le confieren una estructura similar a la de las mucinas. 

2. Estructura antigeriica 

Por reacciones de neutralization, se encontraron pequenas variacio- 
nes antigenicas en las cepas de RSV, pero solo el uso de anticuerpos 
monoclonales permitio reconocer la existencia de dos grupos anti- 
genicos principales denominados A y B. Las principales diferencias 
se observaron en la glicoproteina G. 

La existencia de ambos grupos se confinno con el analisis de 
secuencias, donde el grado de divergencia aminoacldica en la pro- 
teina G file de hasta 47% entre cepas de los grupos A y B y de hasta 
20% entre cepas del mismo grupo. Las otras proteinas del RSV 
presentaron menor divergencia aminoacldica entre los dos grupos 
antigenicos. Estos dos grupos existen por lo rnenos desde hace 20 
anos, presentan una distribution mundial, y pueden coexistir en un 
mismo periodo epidemico, si bien generalmente el grupo A es mas 
frecuente que el B. 

3. Genotipos 


) Corpus 
Editorial 


Dentro de cada grupo se han identificado diferentes genotipos. Los 
analisis de numerosas cepas de RSV (en su mayorla del grupo A) 
demostraron la extensa diversidad de la glicoproteina G. La pre- 
sencia de genotipos se ha determinado por: a) estudio del patron 
electroforetico del acido nucleico tratado con enzimas de restriction 
(de los genes de las proteinas N, F, G y SH); b) el agrupamiento de 
las secuencias nucleotidicas en arboles filogeneticos. 

Estos estudios de epidemiologia molecular permitieron el des- 
cubrimiento de multiples eventos: a) en la mayorla de las epidemias 
se observo cocirculacion de multiples genotipos de ambos grupos, 
con mayor frecuencia del grupo A; b) en una misma comunidad 
se observo el reemplazo de los genotipos predominates por otros 
nuevos durante epidemias consecutivas; c) los genotipos de RSV 
exhibieron amplia distribution mundial y las cepas aisladas en lu- 
gares geograficamente distantes y en anos diferentes estuvieron 
mas relacionadas entre si que cepas circulantes en un mismo sitio 
durante la misma epidemia, aunque hubo una cierta tendencia al 
agrupamiento temporal mas que geografico; d) en cada linaje se 
observo una progresiva acumulacion de cambios aminoacidicos; e) 
los cambios nucleotidicos sinonimos tuvieron una distribution uni- 
forme a lo largo del gen de la protema G, al tiempo que los cambios 
no sinonimos se acumularon preferentemente en las dos regiones 
variables de la molecula de G, lo cual sugirio una selection positiva 
debido a la presion de la respuesta inmune. 

Aunque los datos de secuencia para la protema G de las cepas 
del grupo B son mucho mas limitados que para los del grupo A, 
el patron evolutivo del grupo B y los cambios en las secuencias 
entre las cepas presentan las mismas caracterfsticas observadas en 
el grupo A. 

Estos resultados ilustran la capacidad de la glicoproteina G para 
acomodar multiples cambios de secuencia, particularmente dentro 
del tercio C-terminal, que es antigenicamente relevante (vease el 
Capltulo 53 Epidemiologia molecular de RSV en Argentina). 


4. CUADROS CLl'lUICOS 


Poblacion pediatrica. El RSV es el mas importante patogeno en 
las IRAs en ninos pequenos, tanto por su frecuencia como por su 
gravedad. Ademas, constituye la principal causa de hospitalization 
por IRA baja en lactantes, siendo el agente causal primordial de las 
bronquiolitis del lactante en todo el mundo. 

El riesgo de enfermedad grave por RSV esta aumentado en 
los ninos prematures, de bajo peso al nacer, sexo masculino, falta 
de lactancia materna y exposition pasiva al humo de tabaco. Las 
enfermedades preexistentes (trisomla 21, cardiopatlas congenitas, 


afecciones cronicas pulmonares, o inmunodeficiencias) representan 
un riesgo extra. 

El RSV produce IRA altas, tanto en ninos como en adultos. 
Luego de un periodo de incubation de 4-5 dias, la enfermedad 
comienza como IRA alta (rinitis, faringitis, etc.); sin embargo, en 
aproximadamente la mitad de los lactantes este virus no queda lo- 
calizado en el tracto respiratorio alto sino que puede diseminarse 
en 3 a 4 dias en el tracto bajo produciendo IRA baja (bronquitis, 
bronquiolitis -infection de bronquiolos terminales- y neumonia). 
En las bronquiolitis son caracterfsticas las sibilancias, el aumento 
de la frecuencia respiratoria, hiperaireacion, costillas horizontales 
y descenso de las cupulas diafragmaticas en la radiografia de torax. 
Las neumonias suelen ser intersticiales aunque pueden tambien ser 
lobares, siendo indistinguibles de otras neumonias virales. Las ate- 
lectasias son frecuentes. En los ninos con anomalias congenitas car- 
diacas o respiratorias las infecciones con RSV pueden ser fatales. 

La primoinfeccion, que ocurre habitualmente antes del ano de 
vida, suele ser mas grave que las reinfecciones. La replication viral 
en la mucosa del tracto alto produce cuadros leves, frecuentes en 
ninos de 3-5 anos, en ninos mayores y en adultos, los que suelen 
ser indistinguibles del resfrio comun. En ninos menores de 1 ano, 
el 50% de las bronquiolitis y el 25% de las neumonias son debidas 
al RSV en paises del hemisferio norte y tambien en Argentina. 

Estudios realizados en EE.UU. demostraron por seroconversion 
que el 40% de los ninos, antes de cumplir el ano de vida, ya se han 
infectado con RSV, al segundo ano el 50% posee anticuerpos contra 
este virus y a los 4 anos el 100%. La leche materna contiene IgA 
especlfica y se ha demostrado su efecto protector para prevenir las 
infecciones graves en lactantes. 

Numerosos estudios han descrito la asociacion entre la infec- 
tion por RSV en la infancia y el posterior desarrollo de hiperreac- 
tividad bronquial y sibilancias recurrentes. Se han propuesto dis- 
tintos mecanismos para explicar la asociacion entre la infection 
por RSV en edades tempranas y el desarrollo posterior de asma. 
Sin embargo, los mecanismos especlficos y responsables de esta 
secuela a largo plazo no estan completamente dilucidados. Entre los 
procesos postulados se encuentran: production de neuropeptidos y 
sensibilization aumentada de ciertos receptores, prostaglandinas, 
activation de mastocitos y eosinofilos, production de IgE anti-RSV 
y liberation de citoquinas pro inflamatorias (IL-4, IL-6, RANTES, 
MIP-1 alfa, IL-8 y factor de necrosis tumoral alfa). La cantidad, 
persistencia y duration de esta respuesta parece estar relacionada 
de forma directa con el desarrollo posterior de sibilancias y/o asma. 
Adultos y pacientes inmunodeprimidos. En adultos sanos la in- 
fection aguda por RSV es frecuente, en particular en el personal 
medico o en personas relacionadas con el cuidado de ninos pe- 
quenos. Estos episodios se caracterizan por rinorrea, faringitis, tos, 
bronquitis, fatiga y fiebre. La enfermedad dura alrededor de 5 dias. 
El RSV es una de las 4 causas principales de hospitalization por 
neumonia de la comunidad en adultos previamente sanos. En an- 
cianos, en especial aquellos con enfermedades subyacentes, puede 
ocurrir neumonia grave y desarrollo de dificultad ( distress ) respira- 
toria, requiriendo hospitalization y ventilation mecanica. 

En individuos gravemente inmunocomprometidos, hay mayor 
incidencia de IRA baja y progresion a neumonia en mas del 50% 
de los casos. La mortalidad asociada a neumonia por RSV en adul- 
tos con inmunosupresion por leucemia o trasplante de medula osea 
puede alcanzar el 80 - 100%. 

Las reinfecciones son muy comunes debido a que la inmunidad 
es de corta duration (IgA en mucosas) y a la amplia diversidad 
genetica observada en este virus. 

5. Patogenia 

El RSV replica en primer termino en el epitelio respiratorio superior 
y desciende al inferior a traves de la aspiration de secreciones o por 
diseminacion a traves del epitelio. El virus tambien puede diseminar- 
se entre celulas adyacentes por fusion, sin emerger al fluido extrace- 
lular aunque no se conoce la importancia de este mecanismo in vivo. 
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Durante la bronquiolitis hay necrosis y proliferation del epitelio 
bronquiolar, destruction de las celulas epiteliales ciliadas e infiltra- 
do peribronquiolar de linfocitos, celulas plasmaticas y macrofagos. 
La infection por RSV produce un dano considerable al epitelio y 
a las celulas ciliadas de los bronquiolos, lo que interfiere con la 
remocion de mucus y detritus celulares, facilitando la acumulacion 
de exudado en bronquiolos y alveolos. Un factor importante que 
contribuye a la gravedad de la IRA baja en infantes es el diametro 
pequeno de los bronquiolos, que se obstruyen con facilidad durante 
las fases de necrosis y edema. En la neumonfa, hay engrosamiento 
de las paredes interalveolares por la infiltration por celulas mono- 
nucleares y acumulacion de fluido en el espacio alveolar. 

Los anticuerpos especificos contra RSV son protectores, ya que 
se ha observado baja proportion de enfermedad grave por RSV 
durante las primeras 5 6 6 semanas de vida, cuando los anticuerpos 
matemos presentan altos titulos. Ademas, la administration paren- 
teral de anticuerpos neutralizantes contra RSV a infantes de alto 
riesgo es una de las terapias indicadas en estos casos -inmunizacion 
pasiva artificial (vease el item 7.1 "Tratamiento"). 

Respuesta inmune. El sistema inmune tiene un rol primordial 
en la recuperation de la infection por RSV y la resistencia a la 
reinfection. Estudios realizados en el modelo raton, determinaron 
que los linfocitos T CD4 + y CD8 + , individualmente o en conjunto, 
son importantes en la elimination del virus durante la infection 
primaria y que los anticuerpos especificos contra RSV no son nece- 
sarios para la elimination del virus en ese momento, pero son muy 
importantes en restringir la replication y la enfermedad, asi como 
tambien la reinfection. Por lo tanto, ambos tipos de respuesta inmu- 
ne, humoral y celular, contribuyen a resolver la infection por RSV. 

Con respecto a la resistencia a la reinfection, se ha demostrado 
que las proteinas F y G son las unicas que inducen anticuerpos neu- 
tralizantes contra el virus y producen protection de larga duration 
frente a la infection experimental por RSV. En el modelo experi- 
mental del raton BALB/c, los anticuerpos median la resistencia a 
largo plazo a la reinfection. Algunos estudios han revelado que 
los anticuerpos dirigidos contra la proteina F proveen protection 
cruzada contra ambos grupos (A y B), mientras que la protection 
inducida por la proteina G es grupo-especifica. Otros estudios deter- 
minaron que la respuesta inmune estaba estrechamente relacionada 
al genotipo infectante y que simples cambios de aminoacidos y de 
sitios de glicosilacion en el extremo C-terminal de la glicoproteina 
G podlan anular el reconocimiento por parte de los anticuerpos. 

Los anticuerpos neutralizantes sericos contra el RSV persisten 
con titulos altos y por mas tiempo que la IgA secretoria, pero los 
primeros protegen pobremente el tracto respiratorio en comparacion 
con IgA local. Por lo tanto, se postula que tanto los mecanismos 
inmunes locales como los anticuerpos sericos contribuyen a la pro- 
tection contra la reinfection. 

La infection por RSV de las celulas epiteliales y macrofagos del 
tracto respiratorio provoca la activation transcripcional de una serie 
de genes celulares involucrados en la inflamacion, la respuesta inmu- 
ne y la apoptosis e induce la production aumentada de linfoquinas 
proinflamatorias, incluyendo IFN-y, IL-6, IL-8, RANTES, TNF-alfa 
y otros. Cada vez existe mayor evidencia de que las celulas epite- 
liales del tracto respiratorio inferior pueden funcionar como celulas 
bianco y tambien como activadoras de la respuesta inflamatoria en la 
infection por RSV, que se ve amplificada posteriormente a traves de 
mecanismos via IFN-y y por la secretion de quimioquinas. 

Las linfoquinas pueden tener actividad antiviral directa y 
tambien pueden atraer y activar macrofagos, neutrofilos, eosino- 
filos, linfocitos T y celulas NK. Dichas celulas pueden ayudar a 
resolver la infection, pero tambien pueden causar dano tisular, ya 
sea por ataque directo de las celulas infectadas o por la liberation 
de linfoquinas adicionales. 

En resumen, se ha demostrado que algunas proteinas del RSV pue- 
den modular la serialization molecular y la regulation de las respuestas 
de citoquinas y quimioquinas a la infection, las senales para la apotosis 
y las respuestas innatas y adaptativas a la infection (veanse los Capitu- 
los 5, 7 y 8 de este libro y la revision de Oshansky et al., 2009). 


Los pacientes con defectos en la inmunidad mediada por celu- 
las pueden presentar infecciones persistentes y eliminar virus por 
largos periodos (meses). Esto ha sido observado en ninos con SIDA 
y en aquellos tratados con drogas inmunosupresoras, lo que indica 
que la integridad del aparato inmunologico es necesaria para lograr 
la elimination de la infection. 

Datos experimentales recientes sugieren que el RSV podrfa 
permanecer en estado latente en lugares inmunologicamente privi- 
legiados del pulmon evadiendo la repuesta inmune. Se ha propuesto 
que esta persistencia del RSV en el aparato respiratorio mantendrfa 
una estimulacion constante del sistema inmunitario y serfa respon- 
sable de la inflamacion cronica, de los cambios en el patron de IFN 
y otras citoquinas que se observan en ninos con hiperreactividad 
bronquial inducida por RSV. 

6. Epidemiologi'a 

El RSV tiene una distribution mundial. En climas templados pre- 
senta un claro patron estacional donde las epidemias ocurren anual- 
mente y comienzan a fines del otono, durante el invierno y hasta 
comienzos de la primavera. Cada epidemia dura aproximadamente 
cinco meses, con picos durante diciembre, enero o febrero en el 
hemisferio norte, y en junio, julio o agosto en el hemisferio sur. En 
areas tropicales o subtropicales las epidemias ocurren durante la 
estacion de las lluvias. En Finlandia y otros paises escandinavos las 
epidemias son bienales, con un pico menor desde febrero a agosto 
y otro mayor desde setiembre a marzo. 

Mundialmente, el RSV es la principal causa de hospitalization 
debido a IRA en lactantes y ninos de corta edad, infectando inclu- 
sive a neonatos a pesar de la presencia de Ig G materna anti-RSV. 
Es el principal agente productor de bronquiolitis y una de las causas 
mas frecuentes de neumonia durante los primeros anos de vida, las 
que ocurren con mayor frecuencia entre las 6 semanas y los 9 meses 
de vida. El mayor nurnero de casos se observa en el grupo etario de 
3 a 6 meses de edad. 

En paises desarrollados, la mortalidad debida a las infecciones 
por RSV es de 0,3 a 1% en ninos hospitalizados. En paises en vlas 
de desarrollo, el RSV causa hasta el 70% de las IRAs bajas. La tasa 
de mortalidad puede alcanzar el 7%. 

La morbilidad y mortalidad son mas altas en ninos con enfer- 
medades predisponentes (afecciones pulmonares o cardiacas cro- 
nicas e inmunosupresion). Estos ninos poseen, ademas, un mayor 
riesgo de sufrir infecciones intrahospitalarias. 

Las reinfecciones son muy frecuentes durante los primeros anos 
de vida, aunque la gravedad de la enfermedad es menor en las re- 
infecciones. Algunos estudios mostraron que las reinfecciones por 
RSV tienden a ser con virus del grupo heterologo; sin embargo, otros 
estudios indican que cuando la primoinfeccion ocurre antes de los 
6 meses, las reinfecciones pueden involucrar virus del mismo gru- 
po antigenico. Numerosas publicaciones demuestran que las cepas 
pertenecientes al grupo A producen infecciones de mayor gravedad 
clinica que las del grupo B; sin embargo, otros estudios no encuen- 
tran correlation alguna entre la misma y el grupo antigenico. Estas 
divergencias podrlan deberse a criterios diferentes en la election de 
los parametros para evaluar la gravedad del cuadro cllnico. 

Las reinfecciones en adultos tambien son comunes aunque me- 
nos graves y usualmente son sintomaticas. 

En ninos y adultos inmunosuprimidos, la tasa de mortalidad 
por RSV varia de 20 a 67%. El mayor riesgo de sufrir enfermedad 
fatal por RSV se encuentra en los pacientes trasplantados de medula 
osea, con tasas de mortalidad de 80 a 100%. 

6. 1 EpidemiologIa en Argentina 

Estudios realizados en Buenos Aires determinaron que el RSV es 
el agente detectado mas a menudo en ninos menores de 4 anos, con 
IRA del tracto respiratorio inferior. Las frecuencias varian del 16 al 
40%, dependiendo de la edad de la poblacion, el tipo y la calidad de 
la muestra respiratoria, del metodo empleado para el diagnostico y 
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Figura 15.2.2. Estacionalidad de virus respiratorios detectados en ninos menores de 5 anos con IRA baja, Buenos 
Aires, 1995-2001. Adaptado de la Tesis doctoral "Epidemiologia molecular del virus sincicial respiratorio en Argentina" de 
Galiano M. realizada en el laboratorio de Virologia, CEMIC. Facultad de Medicina, UBA, abril de 2004. 


del perlodo estudiado, siendo mas habitual en menores de 1 ano y 
asociado predominantemente a bronquiolitis y neumomas. 

Un ejemplo de la estacionalidad del RSV en Buenos Aires se 
puede observar en la Figura 15.2.2. Durante el perlodo 1995-2001, 
el RSV presento un comienzo abrupto con una frecuencia claramen- 
te mayor durante los meses mas frios del ano, con un claro pico en 
junio. La epidemia duro 5 meses, de abril a agosto, con una notable 
diminution de los casos en septiembre y octubre y algunos casos 
aislados durante noviembre, enero y febrero. Estos datos coinciden 

corpus con estudios previos en nuestro pats. 

Edltorlal Con respecto a la tipificacion del RSV se estudiaron 300 cepas 
-aisladas en 12 periodos epidemicos- (Figura 15.2.3) mediante IF 
y por ELISA con anticuerpos monoclonales dirigidos en el primer 
caso contra la protelna F y en el segundo contra la protelna G. La 
prevalencia de ambos grupos (A y B) vario a lo largo del perlodo 
estudiado, observandose que los dos grupos cocircularon durante la 
mayorla de los anos, excepto en 1993 y 2000 donde solo se observo 
circulation del grupo A. En los anos donde hubo cocirculation, se 
observo un claro predominio del grupo A, con exception del ano 
1999 en el que hubo ligero predominio del grupo B y en los anos 
1994 y 1997 donde las frecuencias fueron similares. En los periodos 
epidemicos en los que predomino el grupo A las frecuencias de este 
grupo variaron desde 55 a 97%. 

La caracterizacion antigenica de la glicoprotelna G con un panel 
de anticuerpos monoclonales realizado en cepas del grupo A aisla- 
das en 1995-2001, determino la presencia de 17 perfiles antigenicos 
diferentes a las cepas patron del grupo A (A/Long y A/Mon3/88), 
demostrando as! la gran diversidad antigenica de esta protelna. 

Con estas cepas caracterizadas antigenicamente se realizo un es- 
tudio filogenetico, que permitio determinar los genotipos del RSV del 
grupo Ay B circulantes en Buenos Aires durante el periodo 1995-2001 . 
Las cepas del grupo A se pudieron agrupar en 5 genotipos (GA 1 , GA2, 
GA3, GA5 y GA7) y las del grupo B en 3 genotipos (GB3, GB4, 
SAB3; vease el capitulo 53 Epidemiologia molecular del virus sincicial 
respiratorio en Argentina). 

7. Profilaxis y tratamiento 

El RSV se disemina por secreciones respiratorias, principalmente por 
grandes gotas o por manos y fomites contaminados (sondas, panue- 
los, mascaras de oxlgeno, etc.) mas que por aerosoles (microgotas de 
Fltigge). El periodo de elimination es prolongado y la contagiosidad 
es muy alta. Por ello, son frecuentes los brotes epidemicos en salas de 
pediatrla, nurseries , guarderfas, etc. El RSV es una causa importante 
de infecciones intrahospitalarias. En unidades de neonatologla se han 
reportado frecuencias de infection intrahospitalarias por RSV del 26 


y el 47%. El personal hospitalario parece ser el principal factor dise- 
minador de esta infeccion. Las medidas propuestas para disminuir las 
infecciones intrahospitalarias son: a) visitas limitadas; b) activa vigilan- 
cia de infecciones por RSV en los pacientes intemados y en las nuevas 
admisiones; c) aislamiento de los pacientes en cohortes; d) institution 
de barreras para evitar la diseminacion; e) lavado de manos. 

Dado que el RSV es sumamente labil a la desecacion, al calor 
y a los detergentes, la adecuada higiene de manos y objetos consti- 
tuye un factor de primordial importancia para evitar la transmision 
intrahospitalaria de este virus. Otras precauciones muy efectivas 
son -ademas del estricto lavado de manos- el uso de guantes, bar- 
bijos y protectores oculares para evitar la transferencia pasiva de 
secreciones contaminadas a pacientes y tambien para evitar el con- 
tagio en el personal. 

7.1 Tratamiento 

El tratamiento de las bronquiolitis por RSV es sintomatico (oxi- 
geno, broncodilatadores, humidification del aire) e incluye desde 
la remocion de secreciones hasta la asistencia respiratoria, en los 
casos mas graves. Los broncodilatadores y corticoides son de uso 
controvertido. 

La ribavirina ( Virazole ) es un analogo de guanosina que inhibe 
la polimerasa viral y la production de RNAm. Al 2013, es la unica 
droga aprobada -desde hace anos- para el tratamiento de la bron- 
quiolitis grave por RVS en infantes y en inmunocomprometidos. Su 
administration es dificil ya que debe ser aerosolizada. Su eficacia 
es limitada y su costo muy elevado. Ademas, ya se han detectado 
mutantes de RSV resistentes a la misma. 

Se han ensayado diversos antivirales, tales como inhibidores 
de la fusion -mediada por la protelna F que se uniria a receptores 
tipo Toll (TLR-4), de la replication, oligomeros anti-sentido; RNA 
interferente (siRNA), inhibidores de la proteina N, etc. Algunas 
de estas drogas han sido discontinuadas, otras se encuentran en 
diversas fases de experimentation in vitro e in vivo -en modelos 
animales- pero ninguna ha sido aun aprobada para uso humano. Se 
esta realizando una activa busqueda para el desarrollo de nuevos 
antivirales para RSV por lo que se anticipa que, en un futuro proxi- 
mo, se contara con alguna droga efectiva para tratar las IRAs bajas 
de gravedad, as! como tambien con vacunas -en desarrollo- para 
lograr la interruption de la transmision. 

7.2 Profilaxis pasiva 

Se han aprobado tres preparaciones de inmunoglobulinas para uso 
profilactico, una inmunoglobulina policlonal con alto titulo de an- 
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Figura 15.2.3. Frecuencia de grupos A y B de RSV durante 12 penodos epidemicos consecutivos (1990-2001) en 
Buenos Aires, Argentina. Adaptado de la Tesis doctoral "Epidemiologia molecular del virus sincicial respiratorio en Argen- 
tina" de Galiano M. realizada en el laboratorio de Virologia, CEMIC. Facultad de Medicina, UBA, abril de 2004. 



ticuerpos anti-RSV ( RSV-IVIG , Respigam ); un anticuerpo mono- 
clonal humanizado, especlfico contra la protelna F (palivizumab; 
MEDI-493, Synagis) y, recientemente, un nuevo monoclonal, el 
motavizumab. Este anticuerpo parece ser superior al palivizumab 
en cuanto a proteccion de necesidad de hospitalization en ninos en 
riesgo de infecciones graves por RSV. Estos anticuerpos se utilizan 
eficazmente en la inmunoprofilaxis pasiva para proteger contra la 
enfermedad grave por RSV a ninos de alto riesgo durante los pe- 
riodos epidemicos, aunque son de alto costo y la duration de su 
efecto es limitada. 

7.3 Vacunas 

Hasta el momenta (principios de 2013) no se ha autorizado el uso 
de vacuna alguna para RSV. El desarrollo de una vacuna para este 
virus se enfrenta a varios obstaculos: la corta edad de la poblacion 
a vacunar, menores de 6 meses; la inmadura y escasa respuesta in- 
mune de los lactantes; el efecto inmunosupresor de los anticuerpos 
maternos en los primeros meses de vida; la dificultad de lograr un 
equilibrio entre atenuacion e inmunogenicidad en las cepas virales 
a incluir en la vacuna. 

Durante la decada de 1960, se ensayo la primera vacuna para 
RSV que consistio en virus inactivado con formalina (FI-RSV). 
Esta vacuna se evaluo en ninos de 2 a 7 meses de edad. Esta vacuna 
fallo en proteger contra la infection pero, ademas, indujo una ma- 
yor gravedad de la enfermedad y casos fatales luego de infection 
natural con virus salvaje. 

Posteriores estudios de patogenesis realizados en ratones 
BALB/c permitieron postular diversas hipotesis, para explicar 
los efectos adversos de la vacuna inactivada con formalina, que 
se mencionan a continuation: a) la vacunacion no produjo niveles 
adecuados de anticuerpos sericos neutralizantes y tampoco indujo 
inmunidad local secretoria. b) la inmunizacion con FI-RSV seguida 
por la exposition al RSV salvaje indujo una elevada relation CD4* 
/ CD8 + y eosinofilia pulmonar: por lo tanto, la elimination del vi- 
rus no fue eficiente probablemente debido a la falta de respuesta 
de celulas T citotoxicas CD8 + , responsables de la elimination del 
virus y reguladores de la respuesta inmune celular al RSV. c) se 
indujo una respuesta Th2 con incremento en la production local de 
IL-4, IL-5 y IL-10, provocando un aflujo de linfocitos y eosinofilos 
con liberation de mediadores adicionales, originando inflamacion 
y broncoconstriccion. d) un estudio del 2008 sugiere que la falta de 
proteccion con la vacuna inactivada no se deberia a la alteration 
del antlgeno -producida por la fonnalina- sino a la baja afinidad 
de los anticuerpos inducidos por la misma, debido a una inadecuada 
estimulacion de los receptores tipo Toll (TLR). 


Por lo tanto, una vacuna contra RSV efectiva para infantes 
seronegativos debera inducir niveles protectores de anticuerpos 
neutralizantes, respuesta de celulas T citotoxicas CD8 + especificas 
contra el RSV, y un patron de respuesta de linfocitos CD4 + similar 
al producido por la infection natural. 

Se estan investigando otras estrategias para la production de 
una vacuna adecuada. Estas son: peptidos sinteticos, antfgenos vi- 
rales recombinantes, vacunas a DNA, vectores basados en virus 
vaccinia recombinantes defectivos en su replication, virus de la 
estomatitis vesicular recombinante, vacunas a subunidades basadas 
en las proteinas F y G, purificadas a partir de celulas infectadas con 
RSV, y vacunas a virus vivo atenuado. 

Se estan estudiando dos tipos de vacunas a subunidades; una 
contiene proteina F purificada y la otra, proteina G conjugada al 
Staphylococcus. Estas vacunas inactivadas poseen algunas posibles 
desventajas: podrlan no inducir una buena respuesta de celulas T 
CD8 + y tambien podrlan inducir agravamiento de la enfermedad. 
De todas formas, son buenas candidatas para su uso en ancianos 
y ninos seropositivos y tambien se esta estudiando su uso para la 
inmunizacion matema. 

Ademas, se han producido mutantes de RSV atenuadas cp 
( cold-passaged) a las cuales se adicionaron mutaciones ts ( tempera- 
ture-sensitive ) por mutagenesis qulmica. Solo una vacuna atenuada, 
llamada cpts RSV 248/404, llego a evaluarse en bebes seronegati- 
vos de 1-2 meses de edad. Esta vacuna fue inmunogenica y protec- 
tora, pero produjo leve congestion nasal, indicando la necesidad de 
una mayor atenuacion para este grupo en particular. 

Con el uso de nuevas tecnicas de genetica inversa y la capaci- 
dad para obtener RSV recombinante infectivo a partir del cDNA, 
se han recreado biologicamente virus como el cpts 248/404, que file 
posterionnente modificado con mutaciones atenuantes adicionales, 
o por deletion de genes (evento simbolizado por A) de las proteinas 
SH, NS1, NS2 o M2-2. Estas deleciones produjeron mutantes con 
diferentes niveles de atenuacion en chimpances. En la actualidad, 
dos de estas candidatas a vacuna estan siendo evaluadas en ensayos 
clmicos: la cpts 248/404ASH y la cpts 248/404/1030ASF1 (con una 
mutation adicional). 

8. Diagnostic*) 

El diagnostico puede realizarse por metodos directos como aisla- 
miento en cultivos celulares, detection directa de antfgenos virales 
(rapido) o por tecnicas moleculares. 

La muestra de election para el diagnostico de infecciones por RSV 
en pacientes intemados es el aspirado nasofaringeo (ANF), obtenido 
en los primeros dfas de enfermedad mediante aspiration con bomba de 
vacfo. Los hisopados nasales y farfngeos combinados, obtenidos con 
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los nuevos hisopos flexibles disponibles (veanse los capitulos 9 y 59) 
son de facil obtencion y se recomiendan para pacientes ambulatorios. 
Las muestras para detection de antfgeno pueden colocarse en solution 
fisiologica y en el caso de que se realice aislamiento, se deben utilizar 
medios de transporte para virus como caldo triptosa o solucion salina 
de Hanks con el agregado de gelatina o albumina al 1% y antibioticos y 
antimicoticos. El transporte de la muestra se debe realizar en condicio- 
nes de Bioseguridad, en un recipiente con hielo o conservador de frio. 
Estas muestras, si no se envfan inmediatamente al laboratorio, se pue- 
den conservar a una temperatura de 4° C no mas de 72 h. No se deben 
congelar, ya que si se realiza deteccion directa de antfgeno mediante 
IF, la congelation y posterior descongelacion de las celulas produce 
la ruptura celular y la perdida del antfgeno viral almacenado dentro 
de ellas. Ademas, el virus pierde viabilidad a temperaturas mayores a 
-70° C. Cuando se emplean tecnicas moleculares la conservation de las 
muestras no es tan estricta (vease el cap. 9 Diagnostico Virologico). 

8. 1 Aislamiento 


) Corpus 
Editorial 


El aislamiento puede realizarse en una gran variedad de celulas de 
origen humano o animal. El RSV crece en varias lfneas continuas 
siendo de eleccion las HEp-2 y tambien lineas diploides (MRC-5) 
y lfneas primarias de rinon humano y bovino. La ACP consiste en 
los tipicos sincicios que aparecen entre los 4 y 8 dlas post-infection 
(Figura 15.2.2). Dado que otros virus (sarampion) tambien produ- 
cen sincicios, la identification del virus aislado debe realizarse por 
tecnicas inmunohistoquimicas (IF) sobre la monocapa infectada. La 
centrifugation de las muestras sobre los cultivos celulares crecidos 
en tubos o en el formato shell vial permite una mayor recuperation 
del virus y acelerar los tiempos de la aparicion de la ACR 

Dada las dificultades en el transporte de las muestras y el alto costo 
y complejidad del aislamiento en cultivo, los metodos de eleccion en el 
diagnostico de RSV al nivel cllnico son los procedimientos rapidos. 


8.2 Procedimientos rapidos 


La deteccion de antfgeno por IF con anticuerpos monoclonales se 
realiza sobre improntas realizadas con las celulas descamadas del 
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tracto respiratorio (aspirados o hisopados nasofarlngeos). Es de 
excelente sensibilidad y permite dar un resultado en horas. La IF 
tanto directa como indirecta con monoclonales tiene una sensibili- 
dad similar al aislamiento en cultivo, sin los inconvenientes de este. 

Existen varios ELISAs de origen comercial para deteccion de 
antfgeno de RSV que tambien tienen una alta eficiencia, aunque 
inferior a la de la IF. Existen ELISAs, en el formato tradicional, que 
permiten procesar numerosas muestras simultaneamente y tambien 
hay formatos individuals inmunocromatograficos ( casettes ) -BD 
Directigen™ RSV Test; RSV OIA; Fisher Sure- Vue RSV- que pue- 
den ser utilizados por los medicos en sus consultorios, dan un re- 
sultado en rnenos de una hora y son utiles en perfodos epidemicos, 
pero que presentan menor sensibilidad en perfodos no epidemicos. 

8.3 Tecnicas moleculares 

Existen ensayos comerciales y artesanales basados en la deteccion de 
RNA viral en las secreciones respiratorias por transcription inversa y 
PCR (RT-PCR). Estos ensayos superan la sensibilidad del cultivo o la 
deteccion de antigeno y ademas, es posible realizar una PCR multiplex 
para detectar varios vims respiratorios en un unico ensayo. Tambien 
existen RT-PCR en tiempo real (vease el cap. 9 Diagnostico Virologico). 

8.4 SerologIa 

El diagnostico serologico no es util dado el tiempo necesario para la 
conversion serologica y la pobre respuesta humoral en los ninos lac- 
tantes. Sin embargo, la deteccion de Ig M especifica puede ser util para 
estudios en adultos o en ninos mayores, aunque su sensibilidad es infe- 
rior a la de la deteccion de antfgeno y a la de las tecnicas moleculares. 

Adendum 

Mientras este capitulo se encontraba en la etapa final de pmeba de ga- 
lera, se descubrio un receptor para el RSV, la molecula de nucleotina, 
que interactua en el polo apical de las celulas del epitelio respiratorio 
con la protelna F viral (Tayyari F, et al. Nat Med, 2011). 
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15.3 

Virus Parainfluenza y virus Parotiditis 

Cristina M. Videla 


1. Virus parainfluenza 

1.1 CUADROS CLlNICOS Y EPIDEMIOLOGIA (TABLA 15.3.1) 

La primoinfeccion -habitualmente en ninos pequenos- se mani- 
fiesta como IRA del tracto superior (rino-faringitis, rinitis, etc.) de 
escasa gravedad. Sin embargo, tambien pueden afectar el tracto 
inferior produciendo crap (laringo-traqueo-bronquitis obstractiva), 
bronquiolitis y neumoma. Estas formas de presentation pueden ser 
de gravedad y, con escasa frecuencia, llevar a la muerte. Los parain- 
fluenza 1, 2 y 3 estan asociados con aproximadamente el 41% de los 
cuadros de crup grave, siendo el parainfluenza 1 el mas importante. 
Las primoinfecciones suelen ser producidas por el virus parain- 
fluenza 3, habitualmente despues del primer mes de vida, pudiendo 
producir bronquiolitis y neumoma. 

Los tipos 4 A y 4 B pueden producir tanto IRA alta como baja 
en todos los grapos etarios, aunque menos graves. Algunos estudios 
senalan a la traqueo-bronquitis como el cuadro mas frecuente en las 
infecciones por parainfluenza 4. 

Los ninos y adultos inmunocomprometidos pueden desarrollar 
infecciones graves, y aun mortales, por parainfluenza, especialmen- 
te por tipo 1 . En estos pacientes se han detectado infecciones respi- 
ratorias con excretion muy prolongada de estos virus. 

Las reinfecciones son frecuentes, tanto en ninos como en adul- 
tos, ya que la inmunidad es de escasa duration y es tipo-especlfica. 
Frecuentemente las reinfecciones son producidas por el tipo 3 y 
se presentan como IRA altas, siendo clmicamente indistinguibles 
de las causadas por los virus del resfrio comun (rhinovirus). Son 
frecuentes los brotes epidemicos en guarderias infantiles e intra- 
hospitalarios. 

Con respecto al patron estacional, el pico es diferente de acuer- 
do al tipo de parainfluenza. En EE. UU. los tipos 1 y 2 son mas 
frecuentes en otono y comienzo de inviemo y el tipo 3 en primavera 
y verano. En Argentina, los escasos estudios realizados sobre epide- 
miologla de estos virus muestran que presentan mayor frecuencia 
en otono y primavera. 

1.2 Diagnostico 

Se realiza por metodos directos (aislamiento del virus en cultivos 
celulares o deteccion de antlgeno). Los metodos directos son de 
eleccion, en especial los procedimientos rapidos. De estos, los mas 


empleados son IF y ELISA, para deteccion de antlgeno viral en 
ANF (muestra de eleccion) o en otras muestras respiratorias. 

El aislamiento puede realizarse en cultivos primarios de rinon 
de mono o en lineas continuas como LLC-MK2, que son sensibles 
si se incorpora al medio de cultivo tripsina para clivar la proteina 
F. Producen escasa accion citopatogenica (ACP), excepto el tipo 
2 que produce sincicios. Por ello, deben realizarse reacciones de 
hemadsorcion y/o hemaglutinacion (con globulos rojos de cobayo) 
a los 7 y 14 dias post- infection. 

La diferenciacion entre los paramyxovirus y otros virus que 
tambien producen hemadsorcion se realiza por IF con anticuerpos 
monoclonales especlficos para cada tipo sobre la monocapa infec- 
tada o por inhibition de hemadsorcion con antisueros especlficos 
para parainfluenza 1 y 3. 

Otro metodo directo de diagnostico es la deteccion del RNA 
viral por RT-PCR, en el formato de multiplex que detecta parain- 
fluenza 1, 2 y 3. En la actualidad, existen varias RT-PCR multiples, 
de origen comercial, que permiten detectar todos los paramyxovirus 
asi como tambien otros virus respiratorios con elevada sensibilidad 
y especificidad. Recientemente, se han desarrollado diferentes pro- 
tocolos de PCRs en Tiempo Real. 

El diagnostico serologico no es recomendable debido a la esca- |30 
sa repuesta inmune humoral a estos virus, en especial en lactantes. 

Ademas, dada la existencia de reacciones crazadas entre los dife- 
rentes virus parainfluenza y considerando que el tipo 3 es el que 
mas precozmente infecta, la seroconversion frente a uno de los tipos 
no asegura la correcta identification del tipo causal. 


A fines de 1960, se ensayaron vacunas a virus inactivado con formali- 
na. Se observo que los ninos desarrollaban anticuerpos en titulos bajos 
y que no se inducia respuesta Ig A secretoria en mucosas. Se estan estu- 
diando vacunas a virus vivo y atenuado para administration intranasal, 
vacunas a subunidades -utilizando las protelnas HN y F-, vacunas re- 
combinantes entre vims bovinos y humanos, cepas modificadas geneti- 
camente por genetica inversa y vacunas heterologas -con parainfluenza 
antigenicamente relacionado como parainfluenza bo vino. Sin embargo, 
al 2013, no existe vacuna bcenciada alguna para los paramyxovirus. 

La amantadina, la rimantadina y el interferon tienen accion in 
vitro, pero no se ha demostrado su eficacia in vivo. El uso de inmu- 
noglobulinas podrfa ser una option terapeutica, que aun no ha sido 


1.3 Tratamiento y profilaxis 


Virus parainfluenza 

Sindrome mas frecuente en la primoinfeccion 

Grupo etario mas afectado 

IRA altas 

IRA bajas 

Tipo 1 

rinitis, rinofaringitis 

crup 

6 meses a 6 anos 

Tipo 2 

rinitis, rinofaringitis 

crup, bronquitis 

6 meses a 6 anos 

Tipo 3 

rinitis, rinofaringitis 

bronquitis, bronquiolitis, 
neumoma 

0 a 6 meses 

Tipos 4A y 4B 

rinitis, rinofaringitis 

diferentes cuadros 
respiratorios 

0 a 5 anos 


Tabla 15.3.1. Cuadros clinicos asociados al virus parainfluenza. IRA: infection respiratoria aguda; IRA alta: del tracto 
respiratorio superior; IRA baja: del tracto inferior. 
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muy estudiada. Por lo tanto, la unica profilaxis es evitar la exposi- 
tion al contagio en los lactantes, as! como una adecuada higiene de 
objetos y manos en contacto con el niflo. 

2. Virus parotiditis 

El virus parotiditis produce infecciones endemo-epidemicas durante 
todo el ano (casos esporadicos) y brotes epidemicos con mayor fre- 
cuencia en inviemo, en especial en poblaciones susceptibles (escuelas, 
asilos, concentraciones militares, etc.). 

Se acepta que existe un solo tipo antigenico. Por ello y debido 
a la intensa estimulacion antigenica producida por la viremia, la 
inmunidad suele perdurar durante toda la vida. 

Aunque el virus parotiditis es serologicamente monotipico, se 
han detectado variaciones geneticas entre las distintas cepas y se 
lo ha clasificado en 10 genotipos (A-L) basados en la secuencia 
nucleotidica de la proteina SH de membrana que es la mas variable. 

La emergencia reciente de epidemias de paperas en pafses con 
programas de vacunacion efectivos, junto con estudios que demues- 
tran diversidad antigenica entre las cepas, cuestiona la afinnacion de 
que el virus productor de paperas sea monotipico. 

2.1 CUADROS CLINICOS Y COMPLICACIONES (TABLA 15.3.2) 

El cuadro ctinico habitual es la parotiditis. La enfermedad tiene un 
periodo de incubation de 18-20 dias. Consiste en la tumefaction 
de una o ambas parotidas, lo que produce dolor al abrir la boca, 
hablar o masticar. Otras glandulas salivales pueden estar afectadas 
y se observa edema en el orificio del conducto de Stenon. Varios 
organos se pueden ver afectados sintomaticamente: testiculos, SNC, 
epididimo, prostata, ovario, higado, pancreas, bazo, pulmon, timo, 
corazon, glandulas mamarias, pulmon y tiroides. 

Generalmente, esto ocurre luego de la parotiditis pero pueden 
ser ctinicamente evidentes antes, durante o despues y aun en ausen- 
cia de la parotiditis. 

Una complication importante de la infection por este virus es la 
orquitis que se desarrolla en alrededor de un cuarto de todos los va- 
rones; con frecuencia es unilateral y ocurre despues de la pubertad. 
Esto puede producir atrofia testicular y por lo tanto esterilidad. El 
compromiso meningeo (meningitis aseptica) se presenta con menor 
frecuencia (11% de los casos), a veces sin la tipica tumefaction 
de la parotida. Las encefalitis debidas a este virus son de escasa 
frecuencia. 

La sordera serfa otra complication de la diseminacion del virus 
al SNC. 

2.2 Patogenesis 

El virus penetra por via mucosa orofarlngea. Durante el periodo de 
incubation replica en el epitelio del tracto respiratorio, luego pasa 
a tejidos linfoides y produce una fugaz viremia que le permite dise- 
minarse a otros organos (glandulas salivales, testiculo, rinon, SNC). 

El virus se encuentra en saliva 6 dias antes del comienzo de los 
smtomas hasta la aparicion de IgA secretoria, evento que ocurre 
alrededor de 5 dias despues del comienzo de la enfermedad. Es 
decir, que el periodo de diseminacion viral a traves de saliva es de 
7 a 10 dias. La viremia desaparece con la detection de la respuesta 
inmune humoral especifica alrededor de los 1 1 dias post-infection. 
El virus parotiditis infecta tambien a los linfocitos T. 


Los smtomas clinicos iniciales estan relacionados con la infec- 
tion de las glandulas parotidas, ya que el virus multiplica en las 
celulas epiteliales de los ductos produciendo tumefaction y dolor. 
Usualmente se disemina al rinon y la viruria se puede detectar por 
periodos prolongados, hasta 14 dias despues del comienzo de los 
smtomas. El SNC tambien puede ser invadido por este virus con o 
sin smtomas de parotiditis y la llegada del virus serfa a traves del 
plexo coroideo por traspaso de celulas mononucleares infectadas. 

Otros organos que puede infectar son testiculos, pancreas y cora- 
zon. Cuando la infection ocurre en el primer trimestre del embarazo, 
el virus -a traves de la viremia matema- llega a la placenta y al feto 
pudiendo producir aborto. Cuando la infection ocurre en el ultimo 
mes del embarazo se han reportado casos de cuadros respiratorios 
graves en el recien nacido. 

Pueden existir infecciones inaparentes entre el 20 y 35% de los 
casos. La infection induce inmunidad que persiste durante toda la vida. 

2.3 DiagnOstico 

Habitualmente, el diagnostico es clfnico. Sin embargo, en los ca- 
sos atfpicos es necesario el diagnostico virologico. El virus puede 
aislarse de saliva durante los primeros 4 dfas del comienzo de los 
smtomas; de orina hasta 2 semanas y de LCR dentro de los 8-9 dias 
desde el comienzo de los smtomas de meningitis. 

Los cultivos primarios de rinon de mono son las celulas mas 
sensibles, siendo la formation de sincicios el efecto citopatico 
caracterfstico, aunque no todas las cepas lo producen y por lo 
tanto es necesario realizar hemadsorcion con globulos rojos de 
cobayo. La identification del virus aislado puede realizarse por 
IF. En la actualidad, en las meningitis, el diagnostico de election 
es la detection del RNA viral por RT-PCR en LCR. 

El diagnostico serologico (seroconversion) por fijacion de com- 
plemento, o inhibition de hemaglutinacion ha sido muy utilizado, 
especialmente para confirmar casos de meningo-encefalitis, si bien 
es necesario tener presente que por fijacion de complemento hay 
reacciones cruzadas con otros paramyxovirus. Actualmente, existen 
ensayos de ELISA y de IF para detection de IgM especifica, que 
tienen gran sensibilidad diagnostica y mayor rapidez. 

2.4 Epidemiologi'a y profilaxis 

El vims parotiditis se transmite por contacto directo con saliva o mi- 
crogotas de Fliigge desde pocos dias antes del initio de los smtomas 
hasta una semana despues. La aparicion de casos clinicos suele ser 
esporadica durante todo el ano, aunque se observan brotes epidemicos 
en inviemo y primavera. En los pafses desarrollados se ha observado 
una marcada disminucion en la incidencia de parotiditis luego de la in- 
troduction de la vacuna. La vacuna actualmente en uso es a vims vivo 
y atenuado (cepa atenuada Jeryl - Lynn), obtenida por 17 pasajes en 
fibroblastos de embrion de polio. Presenta elevada eficacia e inocuidad 
ya que una sola inoculation produce seroconversion en mas del 95% 
de los vacunados. La inmunidad es de larga duration. La inmunizacion 
puede realizarse con vacuna unica en ninos, adolescentes y adultos sin 
historia de parotiditis previa, o bien como vacuna combinada (triple 
viral: paperas, sarampion, rubeola, o MMR, acronimo de los vocablos 
en ingles measles , mumps, rubella [sarampion, parotiditis, rubeola]). 
Esta se emplea en la inmunizacion de ninos de 12-15 meses. Si bien 
la parotiditis es una enfermedad benigna, la vacunacion es aconsejable 
debido a que este vims es una causa frecuente de meningitis aseptica, 
sordera y esterilidad en el hombre. 


Sindrome mas frecuente 

Parotiditis 

Complicaciones 

Orquitis, epididimitis, meningitis, encefalitis, pancreatitis, sordera, anexitis 

Sindrome menos frecuente 

Meningitis sin parotiditis, infecciones respiratorias bajas 

Infecciones inaparentes 

20 a 40% de los casos 


Tabla 15.3.2. Espectro evolutivo de la infeccion por virus parotiditis. 
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1. Historia de su descubrimiento 

El metapneumovirus humano (hMPV) es uno de los mas recientes 
ejemplos de como las nuevas tecnicas de biologla molecular suma- 
das a los procedimientos clasicos de aislamiento en cultivo celular 
pueden ayudar a identificar un organismo hasta ahora desconocido. 

La historia del MPVh comenzo en Holanda en 2001 cuando 
van der Hoogen y col. observaron que cultivos celulares inocula- 
dos con aspirados nasofarmgeos de ninos con IRA presentaban un 
efecto citopatico que no podia ser identificado con los monoclonales 
dirigidos contra los virus mas frecuentes como RSV u otros habi- 
tualmente detectados por inmunofluorescencia. Casualmente, dichas 
muestras provenfan de ninos con smtomas respiratorios similares a 
los causados por la infeccion con RSV. El microscopio electronico 
mostro partlculas virales pleomorficas y filamentosas, similares a 
las de los paramyxovirus. A1 estudiar sus caracteristicas bioqurmi- 
cas se observo que era sensible al cloroformo, que para su replica- 
cion en celulas de rinon de mono (tMK) necesitaba tripsina, y que 
no presentaba actividad hemaglutinante. Estos datos preliminares 
permitieron su ubicacion como miembro de la familia Paramyxo- 

Corpus viridae. 

Editorial Luego se utilizaron tecnicas de PCR empleando oligonucleo- 
tidos especificos para un amplio rango de paramyxovirus (RSV, 
parainfluenza, sarampion, parodititis, virus simiano 5, Sendai, 
Newcastle), en condiciones de baja astringencia, por lo tanto mas 
inespecificas y con mayores posibilidades de detectar virus po- 
tencialmente relacionados. Todos los intentos fueron negativos, 
sugiriendo que este nuevo agente no estaba relacionado a los pa- 
ramyxovirus conocidos hasta el momento. Finalmente, utilizando 
una tecnica denominada Random Arbitrarily Primed (RAP-PCR), 
los investigadores fueron capaces de identificar secuencias gene- 
ticas unicas. El analisis filogenetico de dichos fragmentos revelo 
que el nuevo patogeno era un paramyxovirus, mas cercanamen- 
te relacionado al pneumovirus aviar (APV), unico representante 
hasta ese momento conocido del genero Metapneumovirus. Pos- 
teriormente, se demostro que este nuevo virus era capaz de causar 
infeccion respiratoria en primates pero que no causaba patologra 
en aves. Por lo tanto, este virus se considero como el primer pato- 
geno humano miembro de dicho genero y se lo denomino Metap- 
neumovirus humano (hMPV). Este genero, junto con el genero 
Pneumovirus, cuyo representante mas importante es el RSV, for- 
man parte de la subfamilia Pneumovirinae, dentro de la familia 
Paramyxoviridae. 

Estudios epidemiologicos posteriores demostraron la presen- 
cia del hMPV en America, Europa, Asia, Australia y Sudafrica. La 
epidemiologra y manifestaciones clmicas asociadas con hMPV son 
indistinguibles de las producidas por RSV, con IRAs que pueden ser 
graves y que afectan a ninos, adultos, ancianos e inmunocompro- 
metidos. Si bien ha sido identificado en el 2001, el hMPV no es un 
patogeno nuevo, ya que se hallo evidencia serologica de infecciones 
producidas por este virus en sueros obtenidos a partir de la decada 
de 1950 y, ademas, se han obtenido aislamientos virales en muestras 
respiratorias de los ultimos 10-20 anos en Europa y Canada. Se espe- 
cula que este vims se podrfa haber originado a partir del vims aviar, 
en algun evento zoonotico ocurrido hace poco mas de 50 anos. 

El interrogante que surge es: ^por que no pudo ser identificado 
hasta el 2001? Las respuestas son: a) porque el hMPV no replica 


en forma eficiente en las lineas celulares que habitualmente se em- 
plean para aislamiento de virus respiratorios; b) su replicacion es 
lenta y la accion citopatica no es clara; c) su aislamiento requiere el 
tratamiento con tripsina de los cultivos; d) no presenta reactividad 
cmzada en estudios serologicos; y e) presenta muy baja homologia 
genetica con otros patogenos respiratorios. 

2. Estructura 

Su genoma consiste en una cadena simple de RNA de aproximada- 
mente 1 3 Kb que contiene los genes codificantes para ocho protei- 
nas: N (nucleoproteina), P (fosfoproteina), M (proteina de matriz), F 
(proteina de fusion), M2 (factor de elongacion de la transcripcion/ 
regulador de la sintesis de RNA), SH (proteina hidrofobica pequena 
de superficie), G (glicoproteina de union) y L (polimerasa). Estos 
genes se organizan en el siguiente orden: 3’-N-P-M-F-M2-SH-G- 
L-5’, es decir, en la misma secuencia que para el APV o pneumovirus 
aviar. Existen dos grandes diferencias entre los genomas del hMPV 
y el RSV: el orden de los genes es diferente, y el hMPV no presenta 
genes no estmcturales (NS). En el RSV, las proteinas codificadas en 
estos genes (NS1 y NS2) han sido recientemente identificadas como 
antagonistas del IFN; sin embargo, se desconoce la significacion de la 
ausencia de estas dos proteinas en el hMPV. En el RSV, las proteinas 
extemas de membrana F y G constituyen los principals antigenos, y 
se cree que cumplen la misma funcion en el hMPV. 

Los analisis filogeneticos realizados sobre un gran numero de ais- 
lamientos permitieron identificar dos grandes gmpos geneticos, A y B, 
y dos subgmpos menores dentro de cada grupo (Al, A2, B1 y B2). Se 
desconoce si estos gmpos representan diferentes gmpos antigenicos. 

3. Patogenia 

Los estudios sobre patogenia e inmunologfa del hMPV son aun 
limitados. Se han investigado modelos animales (ratones BALB/c y 
rata del algodon) ya que el virus replica en altos titulos en pulmon. 
Dentro de los primates no humanos, el chimpance serfa el que me- 
jor reproduce la enfermedad humana. 

4. CUADROS CUNICOS 

4. 1 En poblacion pediatrica 

En ninos se han descrito smtomas de IRA alta o baja. Los hallazgos 
cllnicos asociados con la infeccion por hMPV son muy similares a 
los producidos por RSV. Estos hallazgos son: a) el diagnostico mas 
frecuente es el de bronquiolitis, seguido por neumonia y crup; b) 
se observa otitis media hasta en un 50% de los casos; c) los smto- 
mas mas frecuentes son: tos, rinorrea, fiebre, disnea, sibilancias y 
retracciones; d) hay hipoxia (saturacion de oxigeno < 90%) en un 
30% de los casos; e) las radiografias de torax muestran atelectasia, 
hiperinsuflacion e infiltrados; f) ninos con enfermedades cronicas 
subyacentes (cardiopulmonares, pacientes inmunosuprimidos y pre- 
matures) pueden sufrir enfermedad mas grave; g) el hMPV podria 
causar reinfecciones a lo largo de toda la vida, aunque las reinfec- 
ciones serian menos graves que la primoinfeccion; y h) existiria una 
posible asociacion entre la infeccion por hMPV y la exacerbacion 
de cuadros asmaticos. 
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4.2 En POBLACION ADULTA 

Aunque hay escasos estudios sobre el impacto del hMPV en la 
poblacion adulta, se lo asocia principalmente con slndromes tipo 
influenza y resfrios. La infeccion ocurre en todas las edades, aun- 
que suele ser mas frecuente en adultos jovenes. Los ancianos, en 
especial aquellos con enfermedades cardfacas o pulmonares cro- 
nicas pueden presentar cuadros de IRA baja grave que requieren 
hospitalization. 

La infeccion por hMPV puede tener un desenlace fatal en indi- 
viduos inmunocomprometidos, y se sugiere que la coinfection con 
RSV podria conducir a enfermedad respiratoria mas grave. 

En sfntesis, la presentation clmica del hMPV es muy similar a 
la del RSV, con consecuencias mas graves en infantes, ancianos y 
personas con enfermedades subyacentes. 

5. Diagnostic*) 

El hMPV puede detectarse en todas las muestras respiratorias 
habituales (veanse los caps. 9 y 13). Este virus presenta una 
propagation sumamente lenta y fastidiosa en cultivos celulares, 
produciendo una aceptable action citopatica (ACP) solo en ce- 
lulas de rinon de mono (tMK o LLC-MK2). La ACP empieza a 
observarse 10 a 20 dias post-infeccion. Con algunas cepas pue- 
den observarse sincicios similares a los producidos por RSV; 
con otras cepas se observan celulas redondeadas y destruction. 
El hMPV tambien replica en HEp-2 o VERO, pero sin presentar 
ACP. Ademas, su aislamiento es dependiente de la presencia de 
tripsina en el medio de cultivo. 

Se han desarrollado anticuerpos monoclonales especificos para 
la detection directa y rapida de antigenos de hMPV en muestras 
respiratorias, alternativa util para los laboratories que no cuentan 
con tecnicas moleculares. Tambien existe un ELISA de origen co- 
mercial. Estas dos tecnicas tienen una sensibilidad similar entre si 
pero menor a la de los procedimientos moleculares. 

La detection de hMPV por tecnicas moleculares es la mas em- 
pleada para diagnostico, ya sea la PCR directa, en formato de PCR 
en tiempo real, o como parte de una PCR multiplex que permite 
detectar otros virus respiratorios. La mayoria de los protocolos de 
PCR se basan en la amplification de los genes que codifican para 
las proteinas L, N o F, que son los mas conservados. Debido a la 
existencia de 2 linajes geneticos de hMPV con considerable diver- 
sidad genetica dentro de cada grupo, la detection del virus podria 
ser subestimada si los oligonucleotidos seleccionados para la PCR 
no son los adecuados. Algunos estudios senalan a los genes N y L 
como los mas indicados para el diagnostico molecular. 

El diagnostico serologico de este virus por IF sobre celulas in- 
fectadas o por ELISA con lisados de celulas infectadas, al igual que 
para todos los virus respiratorios, tiene un valor limitado y permite 
solo un diagnostico retrospectivo. Dado que la infeccion es casi uni- 
versal durante la infancia, es necesario demostrar un aumento del 
titulo de anticuerpos especificos en mas de 4 veces para confirmar 
una infeccion reciente. 

6. Prevencion y tratamiento 

Aun no existen vacunas, antivirales o preparations de anticuerpos 
que hayan sido aprobadas para la prevencion o el tratamiento de la 
infeccion por hMPV. Algunos estudios recientes muestran que la ri- 
bavirina y la inmunoglobulina policlonal intravenosa, proveniente de 
dadores sanos, utilizadas para el tratamiento de la infeccion por RSV 
presentan similar actividad in vitro contra ambos virus. Por el contrario, 
el palivizumab, un anticuerpo monoclonal humanizado dirigido contra 
la proteina F del RSV, no presento actividad alguna contra el hMPV. 

7. Epidemiologi'a 

El impacto del hMPV como causa de IRA se evaluo en varios es- 
tudios, la mayoria en ninos hospitalizados. Mediante tecnicas mo- 


Ano 

Muestras 
negativas para 
otros virus 

Muestras 
analizadas 
para hMPV 

Muestras 
hMPV (+) 

n 

% 

1998 

86 

13 

1 

7,7 

1999 

57 

18 

3 

16,6 

2000 

63 

38 

5 

13,2 

2001 

27 

20 

0 

0,0 

2002 

25 

11 

2 

18,2 

Total 

258 

100 

11 

11,0 


Tabla 15.4.1. Frecuencia de hMPV en aspirados nasofa- 
ringeos negativos para otros virus respiratorios, prove- 
nientes de ninos < 5 anos con IRA baja. Buenos Aires 
(1998-2002). Adaptado de "Evidence of human metapneumo- 
virus in children in Argentina". Galiano M, et al. J Med Virol 
2004 ; 72 : 299 - 303 . 


leculares, el hMPV se detecto en el 5-10% de esos casos, lo que 
indica que este virus constituye la segunda causa de IRA baja en 
esta poblacion, luego del RSV que presenta frecuencias de alrede- 
dor del 30%. 

Los estudios de seroprevalencia indican que virtualmente todos 
los ninos han sido infectados antes de los 5-10 anos de edad. En 
ninos menores de un ano, la seroprevalencia fue menor para hMPV 
que para RSV. La edad media de los ninos hospitalizados por infec- 
cion con hMPV es mayor que la de aquellos internados por RSV; 
esto sugiere que la primoinfeccion por hMPV podria ocurrir a una 
edad mas tardia que la primoinfeccion por RSV. 

La observation de casos de infeccion grave en adultos y de 
reinfecciones en pacientes inmunocomprometidos sugiere que, a 
pesar de las infecciones frecuentes en la infancia, las reinfecciones 
por hMPV serfan frecuentes durante toda la vida, ya sea debido a 
una respuesta inmune incompleta y/o a la adquisicion de nuevos 
genotipos, como tambien se ha demostrado para el RSV. 

El hMPV produce epidemias anuales con una distribution es- 
tacional que se superpone a la del RSV, con la mayor parte de los 
casos reportados durante el invierno y comienzos de primavera. 

8. Primeros Estudios sobre hMPV en Argentina 

En el primer estudio publicado sobre este virus en Argentina se ana- 
lizaron 100 muestras respiratorias provenientes de ninos menores de 
5 anos con IRA baja obtenidas durante 1998-2002 y que habian sido 
negativas por IF para los virus respiratorios conocidos. Emplean- 
do RT-PCR como tecnica de diagnostico, se detecto hMPV en el 
1 1% de los casos. El virus se detecto desde junio a enero y la mayor 
frecuencia se observo en primavera, ligeramente mas tarde que los 
brotes epidemicos producidos por RSV y coincidiendo con el patron 
estacional observado para los virus parainfluenza y adenovirus en 
Argentina (Figura 15.4.1). 

El 91% de los ninos positivos para hMPV fueron hospitalizados. 
La proportion de varones:mujeres fue de 9:2. La mediana de edad 
file de 5 meses, lo que file ligeramente mayor que para los ninos hos- 
pitalizados con infeccion por RSV. Los ninos infectados con hMPV 
estuvieron internados durante un promedio de 1 1 ,5 dias, en compa- 
racion con una media de 5 dias para los infectados por RSV. De los 
pacientes internados, el 71% requirio suplemento de oxigeno, aunque 
ninguno de ellos requirio intubation; el 86% presento bronquiolitis 
y el 14% un sindrome pertussis-simil. En dos casos hubo presencia 
concomitante de conjuntivitis y otitis media. Los sintomas mas fre- 
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RSV i I Adenovirus 

Influenza i I Parainfluenza 

Metapneumovirus — ♦ — Muestras analizadas para metapneumovirus 

Figura 15.4.1. Cocirculacion del hMPV y otros virus respiratorios en ninos < 5 anos en Buenos Aires (1998-2002). 

"Evidence of human metapneumovirus in children in Argentina". Galiano M, et al. J Med Virol 2004;72:299-303. 
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cuentes fueron: tos, fiebre y dificultades respiratorias (Galiano M y 
col., 2004). 

Otro estudio, realizado por Laham y col. sobre 396 infantes 
con smtomas respiratorios atendidos en cuatro hospitales de Bue- 
nos Aires entre junio y septiembre de 2002 detecto 22 ninos in- 
fectados con hMPV (6%). El diagnostico se realizo por RT-PCR 
sobre lavados nasales. La edad media fue de 161 dias. Los smto- 
mas mas frecuentes fueron rinorrea, tos, sibilancias y se diagnos- 


tico neumonia en el 14% de los pacientes con hMPV. El patron 
de estacionalidad de este virus mostro un pico hacia el final del 
inviemo. Ademas, se midieron los niveles de algunas citoquinas 
inflamatorias en los lavados nasales (IL-12, TNF-a, IL-6, IL-ip 
y IL-8) y se observo que los mismos fueron mas bajos en los pa- 
cientes con infeccion por hMPV que en los infectados por RSV, 
sugiriendose que podrian existir diferentes mecanismos de enfer- 
medad o de activacion de la inmunidad innata. 
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15.5 

Sarampion 

Alicia S. Mistchenko 


1. Estructura viral 

El virus sarampion pertenece al orden Mononegavirales, familia 
Paramyxoviridae, subfamilia Paramyxovirinae , genero Morbilli- 
virus. Es un virus de 125-250 nm de diametro, pleomorfico, con 
una envoltura lipfdica donde se insertan las principales proteinas 
antigenicas y una nucleocapside de simetrla helicoidal que contiene 
la ribonucleoprotema conformada por una hebra de RNA de cadena 
unica, no segmentada, de polaridad negativa y el complejo de la 
polimerasa viral. Entre la ribonucleoprotema y la envoltura lipfdica 
hay un segundo componente estructural constituido por la protefna 
M que envuelve internamente a la nucleoprotefna. 

El genoma tiene una longitud de 15894 nucleotidos, esta dividi- 
do en seis unidades de transcription con una amplia region interge- 
nica de funcion desconocida entre los genes M y F. El RNAcodifica 
al menos ocho proteinas, tres de las cuales -la nucleocapside (N), 
la fosfoproteina (P) y la denominada large (L; en ingles grande) 
conforman la ribonucleoprotema (RNP), (Figura 15.5.1). 

El gen P es complejo y utilizando diferentes ORF (abreviatu- 
ra del ingles open reading frame: marco de lectura abierto), en el 
mismo RNAm, codifica ademas de la proteina P, dos proteinas no 
estructurales, la protefna C y la protefna V, que funcionan coor- 
dinadamente en la replicacion viral. La protefna C participa en la 
regulation de la cantidad de transcriptos de RNAm en relation a la 
replicacion del RNA viral y la protefna V actuarfa como represor de 
la replicacion. 

Finalmente, los genes FI y F codifican dos glicoproteinas de en- 
voltura que participan en la union y entrada del virus a la celula; son 
la hemaglutinina (F1A) y la proteina de fusion. A diferencia de otros 
paramyxovirus, dado que la HA del virus sarampion no utiliza acido 
sialico como receptor, este carece de actividad de neuraminidasa. 

La HA es una glicoprotefna de tipo II, tetramerica, y tiene una 
doble funcion: la de unirse al receptor celular y la de participar en 
el mecanismo de fusion. La protefna de fusion es una glicoprotefna 
de tipo I, trimerica, codificada como precursor inactivo (F0) que es 
escindido en el trans-Golgi por proteasas celulares generando un 
fragmento corto (F2) y uno largo (FI), unidos porun puente disul- 
furo. Este proceso expone el dominio hidrofobico y fusogenico del 
extremo N-terminal del segmento FI, se realiza a pH neutro y es 
imprescindible para que el virus sea infectivo. Morfologicamente 
se manifiesta por la formation de sincicios (Figura 15.5.2). 

2. Patogenia 

El sarampion es una enfermedad sistemica que se acompana de una 
fase inicial con inmunosupresion generalizada, responsable de la 
mortalidad asociada a la infection, seguida por una solida respuesta 
inmune protectora. Este efecto paradojico parece relacionarse con 
interacciones tempranas del virus con celulas inmunes. 
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Figura 15.5.1. Representation esquematica del genoma 
del virus sarampion. 



Figura 15.5.2. Efecto citopatico del virus sarampion en 
monocapa de celulas VERO. Se observan las celulas gi- 
gantes multinucleadas, producto de la fusion de celulas in- 
fectadas (160x). 


El virus se une a la celula hospedadora mediante la interaction 
de las glicoproteinas de superficie con receptores celulares, CD 150 
o molecula de serialization SLAM ( signalling lymphocyte activation 
molecule), expresada selectivamente en algunas celulas T y B, utili- 
zado por todas las cepas salvajes y el CD46 (miembro de la super- 
familia de las inmunoglobulinas) expresado en celulas nucleadas y 
utilizado por las cepas vacunales. 

La via de ingreso al organismo es respiratoria. Luego de su in- 
teraction con los receptores basolaterales de las celulas del epitelio 
de traquea, bronquios y celulas dendrfticas inmaduras intersticiales, 
el virus es captado y transportado a los tejidos linfaticos regionales. 

En los estadios iniciales de la infection y en la viremia primaria la 
propagation es de celula a celula; de este modo, los acidos nucleicos y 
las proteinas virales pueden ser detectados en una fraction pequena de 
linfocitos y monocitos de sangre periferica. Existe linfopenia, particu- 
larmente a expensas de las celulas T. Luego de la replicacion inicial en 
los tejidos linfoides, el virus causa una nueva viremia, llamada secun- 
daria, con invasion de todo el organismo y replicacion extensa en los 
epitelios pulmonares y en la cavidad bucal, por donde se excreta. 

La reaction inflamatoria afecta la integridad de los epitelios 
respiratorios y la conjuntiva y causa los prodromos iniciales. La 
aparicion del exantema marca el comienzo de la respuesta inmune, 
inicialmente IgM, seguida de IgA, y luego IgG (principalmente los 
isotipos IgGl y IgG4). Los antigenos virales pueden ser detecta- 
dos en la piel, en particular cerca de los vasos sangufneos y en las 
celulas endoteliales de los capilares dermicos. Sin embargo, dado 
el aspecto maculo-papular del exantema, el virus no se transmite 
a partir del mismo. Luego de varios dfas de evolution, el virus es 
eliminado eficientemente por una respuesta inmune especifica. 

El sarampion causa una marcada y transitoria inmunosupresion 
que se caracteriza por una diminution de la hipersensibilidad re- 
tardada, de la respuesta proliferativa especifica de antigeno y de la 
production de IL-12. Esta anergia (del latin, falta de reaction) per- 
siste semanas despues de la infection aguda. Asf, la inmunosupresion 
puede actuar como factor predisponente a infecciones secundarias 
que contribuyen a aumentar la mortalidad por sarampion, sobre todo 
en pacientes con inmunodeficiencias primarias o secundarias (HIV, 
leucemias, tratamientos con corticoides, desnutricion grave). 
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3. CUADROS CLl'lUICOS 

El sarampion es una enfermedad altamente transmisible carac- 
terizada por manifestaciones prodromicas tales como fiebre, tos, 
coriza y conjuntivitis, un enantema patognomonico (manchas de 
Koplik) seguido por un exantema maculo-papular que se extiende 
entre el tercer y el septimo dfa, contabilizados desde el inicio de 
los sfntomas. 

El tiempo transcurrido desde el contacto inicial hasta el cornien- 
zo del exantema (periodo de incubacion) es de 14 dias (rango 7-18). 
Los prodromos preceden en 2 a 4 dias al exantema y se caracterizan 
por la aparicion del triple catarro (nasal, conjuntival y bronquial), 
fiebre > 38°C y manchas de Koplik (pequenos puntos blanquecinos 
perlados en la mucosa bucal) de presencia fugaz aunque patogno- 
monica. 

La aparicion del exantema maculo-papular da inicio al periodo 
de estado; tiene una progresion cefalo-caudal; empieza por la cara 
y el cuello, alcanza luego manos y pies y tiende a ser confluente, 
en particular en el tronco. Luego ocurre una descamacion fina y el 
exantema empieza a desaparecer, manteniendo la misma progre- 
sion. Con cierta frecuencia se acompana de linfadenopatfas, ano- 
rexia y diarrea. 

Aproximadamente el 30% de los casos padece alguna compli- 
cacion, que ocurre en especial en ninos pequenos, en desnutridos 
y en inmunodeprimidos. Las complicaciones mas frecuentes son 
la diarrea, la otitis media, la neumonitis intersticial y la neumonia. 
Menos frecuentes son las complicaciones graves como la encefalitis 
(0,1%) y los sindromes convulsivos (0,6%). 

Ademas de la forma de presentacion caracteristica, en indivi- 
duos que reciben inmunoprofilaxis pasiva con inmunoglobulinas 
o en ninos con bajos titulos de anticuerpos maternos, las manifes- 
taciones pueden ser atfpicas o atenuadas. En ellos, el periodo de 
incubacion puede ser mas prolongado y el exantema mas discreto. 

3. 1 INFECCION PERSISTENTE 

Aunque el virus sarampion no es -por definicion- neurotropico, 
puede establecer una infeccion persistente en celulas del SNC. 
Existen tres diferentes complicaciones neurologicas que resultan 
de distintas interacciones del virus con el tejido neural. La ence- 
falitis post-infecciosa usualmente aparece 5-14 dias despues del 
exantema y es causada por un mecanismo autoinmune de naturale- 
za desconocida. La encefalitis de cuerpos de inclusion aparece en 
inmunocomprometidos despues de un periodo de latencia de 3-6 
meses y podria deberse a la invasion directa del tejido neural por el 
virus. La tercera forma es la panencefalitis esclerosante subaguda 
(PEES o -en ingles- SSPE), que se manifiesta 2-10 anos despues 
de la infeccion primaria y se define como una enfermedad neuro- 


degenerativa cronica progresiva y fatal, causada por la infeccion 
persistente de neuronas y oligodendrocitos. 

4. Diagnostico 

En la actualidad se utilizan preferentemente metodos de deteccion 
molecular y serologicos. El aislamiento en cultivo se emplea para 
la conservacion y caracterizacion de cepas, en especial con fines 
epidemiologicos. 

Para llegar al diagnostico podemos emplear cuatro preguntas ba- 
sicas: iQue material debo obtener? ^Cuando lo debo obtener? ^Que 
estudio solicito? ^Que informacion me dare? Las respuestas a estos 
interrogantes se muestran en la Tabla 1 . 

4. 1 Deteccion del virus 

El virus sarampion se elimina en secreciones respiratorias y orina 
por periodos variables, y puede aislarse en lineas especificamente 
preparadas para su crecimiento como B95-8 (linfocitos de mono 
transfomiadas con virus Epstein-Barr) y Vero-DogSLAMtag - 
Vero-DST (celulas de rinon de mono transfectadas con el receptor 
SLAM). En ellas produce sincicios de celulas gigantes. 

El virus puede ser detectado directamente por amplificacion de 
acidos nucleicos con RT-PCR en el mismo tipo de muestras. Estos 
templados pueden ser secuenciados para determinar marcadores 
moleculares de genotipo. 

4.2 CARACTERIZACION MOLECULAR DE GENOTIPOS 

El virus sarampion es monotipico desde el punto de vista serolo- 
gico. Sin embargo, la diversidad genetica en la secuencia de nu- 
cleotidos permite identificar dados y genotipos. En 1998, la Or- 
ganization Mundial de la Salud publico la primera gufa con la no- 
menclature unificada que deberia aplicarse a cualquier virus salvaje 
identificado, asi como protocolos estandar para la caracterizacion y 
cepas de referencia. Se define un nuevo genotipo cuando la secuen- 
cia de nucleotidos comparada con la secuencia de referencia difiere 
en mas del 2,5% en el gen N y 2% en el H. 

Estas gufas se van actualizando periodicamente y al presente se 
aceptan 8 dados (A-H) que incluyen los 22 genotipos. Los dados 
B, C, D, G y H contienen multiples genotipos (B 1-3, Cl-2, Dl-10, 
Gl-3, Hl-2). Los diferentes genotipos no se asocian con diferencias 
en la gravedad de la enfermedad y todos pueden ser neutralizados 
con suero de personas vacunadas. 

Existe una dare relation entre el genotipo y la region geografica 
donde file aislado. La identification del genotipo pennite detectar la 
fuente de infeccion, rastrear las rutas de transmision y determinar 
si el virus es autoctono o importado y resulta en un componente 


Muestra 

Momento 

Metodo 

Indication 

Suero 

Primeros 30 dias desde el comienzo del 
exantema 

Deteccion de IgM (IF/ELISA) 

Infeccion aguda 

Suero 

Periodo agudo y convalecencia 

Deteccion de IgG (IF/ELISA) 
(seroconversion) 

Infeccion aguda 

Aspirado nasofarfngeo 

Primeras 48 h. desde el inicio del exantema 

Aislamiento en cultivo 

Infeccion aguda 

Orina 

Hasta 7 dias despues del inicio del 
exantema 

Aislamiento en cultivo 

Infeccion aguda 

Leucocitos de sangre 
periferica 

Hasta 28 dias desde el inicio del exantema 

RT-PCR 

Infeccion aguda 

Liquido cefalorraquideo 

Manifestaciones clinicas de encefalitis 

RT-PCR 

Infeccion aguda 

Liquido cefalorraquideo 

Manifestaciones clinicas de panencefalitis 
esclerosante subaguda 

Deteccion de Ig G (IF/ELISA) 

Infeccion 

persistente 


Tabla 15.5.1. Diagnostico de sarampion. IF: Inmunofluorescencia; ELISA: Enzimoinmunoensayo; RT-PCR: Transcription 
inversa y reaction en cadena de la polimerasa. 
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relevante en la vigilancia epidemiologica. De este modo, la docu- 
mentation de los cambios de los genotipos virales en una region y 
durante un perfodo de tiempo permite demostrar si hay transmision 
endemica. 

4.3 DETECCldN DE ANTICUERPOS 

Los metodos recomendados son la inmunofluorescencia (IF) y los 
ELISA de captura. Habitualmente, la IgM especifica se detecta has- 
ta 30-40 dias despues del inicio del exantema. Vale advertir que en 
muestras precoces, por ejemplo las obtenidas en las primeras 72 
horas desde el inicio del exantema, el resultado puede ser negativo 
hasta en el 20% de los casos (falso negativo). Por eso, en esa situa- 
tion se recomienda una muestra posterior. 

La detection de IgG se utiliza para evaluar exposition previa 
o conversion serologica; en general, se emplean metodos de IF, 
ELISA o neutralization. La conversion serologica es tambien un 
marcador de infection aguda. 

5. Epidemiologi'a 

El sarampion es una enfermedad humana altamente contagiosa, 
de distribution mundial. El virus no tiene reservorios animales 
ni tiene portadores asintomaticos, es monotipico y existe una va- 
cuna efectiva para su prevention. Estas caracteristicas, sumadas 
a la elevada mortalidad, sobre todo en ninos de paises en vfas de 
desarrollo, permitieron postularlo como un virus candidato a la 
eradication. Las estrategias conducentes a este fin, es decir, cam- 
panas masivas de vacunacion, comenzaron en America en 1993 y 
durante esa decada se extendieron a otros continentes. El objetivo 
es la eradication del virus hacia el ano 2020, lo que tiene im- 
plfcito realizar vigilancia epidemiologica para detectar los casos 
probables y la caracterizacion molecular de los genotipos virales. 

En Argentina, las dos ultimas epidemias se registraron en el ano 
1991, causada por el genotipo Cl, y en 1998, por el genotipo D6. 
En ambas ocasiones la poblacion mas afectada fue la de menores 
de 2 anos. En nuestro pais esta en vigencia el Programa Nacional de 
Elimination del Sarampion desde el ano 1993, que hace obligatoria 
la notification de los casos sospechosos, el bloqueo con vacunas de 
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todas las personas que estuvieron en contacto con el caso y altas 
coberturas en la poblacion mediante campanas masivas de vacu- 
nacion. Desde el punto de vista epidemiologico, los casos deben 
ser clasificados como importados (si el exantema aparece en los 
21 dias subsiguientes al regreso del extranjero) o de transmision 
local -autoctonos- (si la transmision fue en el pais). Se recomienda 
la identification del genotipo y el analisis de las rutas de llegada al 
pais. 

6. Tratamiento y profilaxis 

No hay tratamientos antivirales efectivos y aprobados para uso hu- 
mano. 

Vitaminas. El suplemento de vitamina A en ninos de 6 me- 
ses a 2 anos, principalmente desnutridos, mostro efectividad en la 
diminution de la mortalidad asociada a complicaciones como la 
neumonia y la diarrea. 

Inmunoglobulinas. Se recomienda su uso (inmunizacion pasi- 
va) en embarazadas, inmunocomprometidos o ninos de 6-12 meses 
convivientes con casos de sarampion. 

Vacunas. Se utilizan cepas de vims atenuados en una vacuna uni- 
ca o combinada con la que previene la rubeola y las paperas (triple 
viral; MMR: abreviatura del ingles de los terminos measles, mumps 
y rubella). Existe un 5% de individuos no respondedores a la vacuna, 
quienes ante la segunda dosis desarrollan protection. Los esquemas 
regulares de vacunacion indican una dosis al ano, otra a los 4-6 anos 
y un refuerzo a los 1 1-12 anos. 

NoTA 

Este capitulo se finalizo en el ano 2008. 

Adendum 

Mientras este capitulo se encontraba en la etapa de prueba de gale- 
ra, se descubrio un nuevo receptor para el virus sarampion en celu- 
las epiteliales polarizadas: la molecula de nectina-4, perteneciente 
a la superfamilia de las Igs (Miihlebach M et al, 2011; Noyce R et 
al, 2011). 
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Adenovirus 

Marcela Echavarria 


1. Generalidades 

Los adenovirus se descubrieron en la decada de 1950, durante una 
activa busqueda de los agentes causantes del resfrro comun. Se los 
aislo por primera vez al observar la degeneration espontanea de 
cultivos primarios de adenoides extirpadas de ninos en EE.UU. 
Simultaneamente, otros investigadores, recuperaron este virus en 
cultivos celulares inoculados con muestras respiratorias de reclutas 
militares con enfermedad respiratoria aguda o neumonra atipica. 
Estos virus recibieron inicialmente diversos nombres como ade- 
noid-degenerating agent o RI-67 (infeccion respiratoria del recluta 
#67) y en 1956 se adopto el termino adenovirus por haber sido 
inicialmente aislados de adenoides. 

1.1 Taxonomi'a 

Los adenovirus estan ampliamente distribuidos en la naturaleza 
y pertenecen a la familia Adenoviridae la cual incluye especies 
de origen humano y animal. Los adenovirus han sido aislados 
de todas las especies estudiadas de mamiferos placentarios, de 
marsupiales, aves, reptiles y anfibios. La familia Adenoviridae 
se subdivide en cuatro generos: Aviadenovirus , Atadenovirus, 
Mastadenovirus y Siadenovirus. El genero Mastadenovirus del 
griego mastos (mamas) infecta a mamiferos e incluye los virus 
de humanos, simios, bovinos, equinos, porcinos, ovinos, caninos 
y murinos. Existen al menos 19 especies dentro del genero Mas- 
tadenovirus pero solamente 7 especies se asocian con infeccion 
en humanos. Estas 7 especies se denominan A, B, C, D, E, F y G. 

1.2 Estructura 

Todos los miembros de la familia Adenoviridae poseen una particula 
viral de tamano, estructura y composition polipeptidica similar. Sin 


embargo, presentan antigenos especificos de especie y se caracterizan 
por presentar una gran variabilidad genetica. 

Los adenovirus carecen de envoltura, poseen simetrra icosae- 
drica y un diametro de 70 a 90 nm. La capside esta formada por 
252 capsomeros divididos en 2 tipos: 240 hexones que ocupan las 
20 caras triangulares del virus y 12 pentones que se ubican en los 
12 vertices de la particula. Cada penton posee una base y una fibra 
-proyeccion externa de longitud variable-; (Figura 16.1). 

Los polipeptidos estructurales del virion se designan con numeros 
romanos (Tabla 16.1). El hexon, el penton y la fibra (polipeptidos II, 
III y IV) son los constituyentes principales de la capside. Cada hexon 
esta formado por tres cadenas identicas del polipeptido II (protelna 
compleja de 900 residuos) y cada fibra, por tres unidades identicas del 
polipeptido IV. Los hexones poseen epitopes especificos de genero, 
especie y serotipo; los pentones, de genero y especie; y la fibra posee 
determinates antigenicos especificos de especie y serotipo. 

El hexon presenta antigenos especificos de genero (a) y otros 
especificos de serotipo (e). Estos ultimos son los responsables de la 
induction de anticuerpos neutralizantes y se utilizan en la clasificacion 
en serotipos por tecnicas de neutralization. 

Los pentones estan formados por 2 unidades estructurales: la 
base y la fibra. La base lleva un determinate antigenico denomi- 
nado p que es comun a los pentones de todos los serotipos de Mas- 
tadenovirus. La fibra posee un determinate especifico de tipo (y) 
que induce anticuerpos inhibidores de la hemaglutinacion, tecnica 
utilizada para clasificar los adenovirus en especies. 

El genoma viral es un DNA de doble cadena, lineal, no seg- 
mentado, de 30.000 a 45.500 pb y un peso molecular que oscila 
entre los 20 y 30 megaDaltons, dependiendo de la especie. Ademas, 
presenta secuencias nucleotldicas terminales que son repeticiones 
invertidas y, en el extremo 5 ’ de cada cadena se encuentra una pro- 
telna de 55 kDa unida covalentemente que actua de cebador para el 
comienzo de la replication viral. 




Figura 16.1. Esquema de la particula de adenovirus. Tornado y modificado de Shenk y Horwitz, 2001. 
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Protemas de la capside 

Nombre 

Localizacion 

Funciones conocidas 

II 

Hexon monomero 

Estructural 

III 

Penton base 

Penetracion 

Ilia 

Asociada a la base del penton 

Penetracion 

IV 

Fibra 

Union a receptor; hemaglutinacion 

V 

Core 

Histona-slmil; empaquetamiento? 

VI 

Hexon polipeptido menor 

Estabilizacion/ensamble de la partlcula? 

VII 

Core 

Histona-slmil 

VIII 

Hexon polipeptido menor 

Estabilizacion/ensamble de la partlcula? 

IX 

Hexon polipeptido menor 

Estabilizacion/ensamble de la partlcula? 

TP 

Genoma - Protelna terminal 

Replicacion genomica 


Tabla 16.1. Protemas de la capside y core, localizacion y funciones. 


Especie y 
subespecie 

Serotipos 

Potencial 
oncogenico 
en roedores 

% 

G+C 

Hemaglutinacion 

Longitud 
fibra (nm) 

Enfermedades/ 

infecciones 

Rhesus 

Rata 

A 

12, 18, 31 

Alto 

48-49 

- 

+ /- 

28-31 

Gastrointestinal 

B1 

3, 7, 16, 21, 50 

Debil 

50-52 

+ 

" 

9-11 

Respiratoria 

Miocarditis 

B2 

11, 14, 34, 35 

Debil 

50-52 

+ 


9-11 

Cistitis hemorragica 
Enfermedad 

diseminada 
Persistencia en rinon 

C 

1, 2, 5, 6 

Ninguno 

57-59 


+ /- 

23-31 

Respiratoria 

Conjuntivitis 

Enfermedad 

diseminada 
Persistencia en tejido 
linfoide 

D 

8-10, 13, 15, 17, 19, 20, 22- 
30, 32, 33, 36-39, 42-49, 51 

Ninguno 

58 

+ /- 

+ 

12-13 

Queratoconjuntivitis 

E 

4 

Ninguno 

57-61 

" 

+ /- 

17 

Respiratoria/ 

conjuntivitis 

F 

40, 41 

Ninguno 

57-59 

- 

+ /- 

~ 29 

Gastroenteritis 

G 

52 

NR 

NR 

NR 

NR 

NR 

Gastroenteritis 


Tabla 16.2. Propiedades de los 52 serotipos de adenovirus humanos y patologia asociada. 



El DNA esta asociado a los polipeptidos V y VII formando un 
core organizado en fomia de 12 subunidades esfericas, cada una de 
las cuales esta en contacto con un vertice de la cubierta icosaedrica. 

1.3 Clasificacion de los adenovirus humanos 

Hasta el momenta, se han reconocido 52 serotipos diferentes de 
adenovirus humanos. La designacion de serotipo se basa en: a) 
neutralizacion de la infectividad, la cual es tipo-especlfica y esta 
dirigida contra los epitopes de la protelna del hexon y, b) inhibicion 
de hemaglutinacion, la cual esta dirigida a epitopes de la protelna 
de la fibra. 

Los diversos serotipos estan agrupados en 7 especies: A, B. C, 
D, E, L y G, segun sus caracterfsticas inmunologicas, biologicas 
y bioqufmicas, su potencial oncogenico en roedores, la capacidad 
para aglutinar eritrocitos de diversas especies, las longitudes de sus 
fibras, la homologla y las relaciones G+C de sus DNAs y los ta- 


manos de dos polipeptidos internos (Tabla 16.2). La homologia de 
DNA entre serotipos de diferentes especies oscila entre el 4-23%, 
mientras que la homologia del DNA entre miembros de una misma 
especie es superior a 48%. Dentro de distintas especies, existen 
reacciones cruzadas de bajo-nivel, pero en patrones reproducibles. 
El analisis del DNA con enzimas de restriccion indica que existen 
2 clusters de homologia en la especie B denominadas subespecies 
B: 1 y B:2. Este clustering podrfa representar un progenitor comiin 
de los miembros del grupo. Ademas, se han documentado recorn- 
binantes intertlpicas 3/16 que contienen el gen del hexon de un 
serotipo (3) y el gen de la fibra de otro serotipo (16). 

La gran variabilidad genetica en los adenovirus humanos se 
expresa claramente en la existencia de los distintos serotipos. Mas 
aun, se ha demostrado que hay cepas variantes de adenovirus con 
alteraciones a nivel del DNA genomico, no reflejadas en cambios 
de las propiedades serologicas. Se utiliza el termino genotipo o 
variante genomica para definir a una entidad viral distinta dentro 
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de un serotipo determinado, que puede identificarse por analisis del 
DNA con endonucleasas de restriction. Recientemente, se han iden- 
tificado nuevos tipos de adenovirus (53, 54 y 55) utilizando solo 
metodos genomicos y bioinformaticos. La incorporation de estos 
nuevos tipos en la clasificacion existente no ha sido arm confirmada 
(al 2010) ya que no se han utilizado los metodos convencionales de 
neutralization y hemaglutinacion. 

Aproximadamente, la mitad de los serotipos de adenovirus 
humanos producen enfermedad manifiesta en el hombre. Los di- 
ferentes serotipos se asocian con distintas manifestaciones clinicas 
(Tab la 16.2). 

1.4 Replicaci6n 

La union inicial del adenovirus humano a las celulas hospedadoras 
esta mediada por la fibra del virus que se une al receptor denomi- 
nado CAR ( Coxsackie-Adenovirus Receptor ). Se ha propuesto otro 
receptor para los adenovirus de la especie B (sBAR) y el acido sia- 
lico para algunos serotipos de la especie D (8, 19 y 37). La interna- 
lization del virion se logra cuando la proteina de la base del penton 
se pone en contacto con las integrinas a v , El virus se decapsida y el 
transporte del genoma al nucleo es mediado por microtubulos. Las 
proteinas virales se expresan y la replication del DNA viral, que se 
produce en el nucleo, comienza 12 h. despues de la infection. En 
el nucleo tienen lugar la replication del DNA, la transcription, el 
ensamblaje y la maduracion del virion (Figura 16.2). La traduction 
de los mensajeros virales ocurre en el citoplasma. Se postula que el 
egreso de adenovirus se produce via lisis de la celula hospedadora, 
aunque este mecanismo ha sido discutido. 

Fases. El ciclo de replication se divide en 2 fases: una fase tem- 
prana que precede a la replication del DNA viral y una fase tardia 
que se caracteriza por la expresion de las proteinas estructurales 
de la capside. Se han identificado 6 regiones diferentes de trans- 
cription temprana que se localizan en ambas cadenas complemen- 
tarias: El A, E1B, E2A, E2 B, E3 y E4. La primera proteina que 
se expresa es el transactivador El A que induce la transcription de 
algunos genes celulares y virales inhibiendo otros, para permitir 
la replication del DNA viral. El DNA viral codifica un total de 8 


unidades de transcription diferentes. La mayoria de las unidades de 
transcription generan un grupo complejo de RNAm con diferentes 
splicing que codifican multiples proteinas. 

La duplication del DNAutiliza a la proteina de 55kD unida 
covalentemente al extremo 5’ como iniciador y la duplication del 
DNA de ambas cadenas se realiza en forma semiconservativa. 
Los RNAm de las 5 regiones de transcription tardia LI, L2, L3, 
L4 y L5 codifican todas las proteinas estructurales del virus, con 
exception de los polipeptidos IX y IVa2 (Figura 16.3). Los poli- 
peptidos estructurales del virus son transportados al nucleo donde 
comienza el ensamblaje. Las particulas virales recien formadas 
constituyen agregados cristalinos en forma de cuerpos de inclu- 
sion intranucleares. El ciclo de replication dura alrededor de 30 
h. y produce 100.000 particulas nuevas por celula. 

1.5 ReSISTENCIA A AGENTES FISICOQUiMICOS 

Por ser desnudos, los adenovirus son resistentes a la inactivation 
a temperature ambiente y a la action de solventes organicos (eter, 
cloroformo, etc.), pero son susceptibles a la action del hipoclorito 
de sodio al 1%; glutaraldehldo al 2% y al dodecil sulfato de sodio 
(SDS) al 0,25%. Ademas, son sensibles a temperatures mayores de 
56 °C y pierden su infectividad con la luz UV. Los adenovirus son 
estables a bajo pH y resistentes a las secreciones gastricas y biliares, 
lo cual les permite penetrar por via digestiva y replicar y alcanzar 
altos titulos en el intestino. 

Su resistencia a agentes quimicos y fisicos les permite sobrevivir 
por perfodos prolongados fuera del hospedador. Los vims en cultivos 
celulares pueden mantener su infectividad por semanas cuando son 
almacenados a 4 °C, por meses a -20 °C y por anos a -70 °C o en ni- 
trogeno liquido. Ademas, el vims puede permanecer viable por 8-12 
semanas en superficies ambientales en condiciones de baja humedad y 
temperatures de 25-37 °C, lo que favorece su transmision nosocomial. 

1.6 Modos de transmision 

Las infecciones por adenovirus pueden transmitirse por via respi- 
ratoria por medio de gotas de Fliigge, y en menor medida por gotas 
mayores; por autoinoculacion por manos contaminadas; por ruta 



Figura 16.2. Esquema del ciclo de replication de adenovirus. Tornado de Shenk y Horwitz, 2001 . 
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Figura 16.3. Representation esquematica del proceso de expresion de genes. Mapa de transcripcion de Adenovirus 2. (E: RNAm 
tempranos. L: RNAm tardios). Tornado de Fields, 2001. 


fecal-oral; por via ocular y por agua de natatorios. Tambien pueden 
transmitirse por fomites como panuelos, mascarillas de oxlgeno, 
nebulizadores, instrumentos oftalmologicos, utensilios de cocina u 
otro material contaminado con secreciones respiratorias, oculares 
o materia fecal de una persona infectada. 

En los adenovirus respiratorios (serotipos epidemicos 4 y 7), 
es importante la diseminacion respiratoria, por contacto y aeroso- 
les. Los serotipos responsables de infecciones oculares (8, 9, 11 y 
37) se propagan por contacto, manos contaminadas o instrumentos 
oftalmologicos, asi como por agua de natatorios. Los serotipos en- 
tericos 40 y 41 se propagan por la via fecal-oral. Esto es posible 
dada la resistencia del virus al pH acido del estomago, a la bilis y 
a proteasas pancreaticas y a su estabilidad por varios dlas fiiera del 
hospedero. 

2. CuADROS CLIMCOS 

Los adenovirus han sido aislados practicamente de todos los or- 
ganos del ser humano y se los ha asociado con numerosos y di- 
ferentes sindromes clinicos. Las infecciones por estos virus son 
frecuentes durante la infancia y aunque generalmente son autoli- 
mitadas y asintomaticas, pueden causar severa morbilidad y alta 
mortalidad en todos los grupos etarios. Luego de la primoinfec- 
cion existe induction de la inmunidad celular y humoral serotipo 
especifica. La infeccion y replication de los adenovirus ocurre en 
diferentes tipos de celulas y tejidos tales como el tracto respirato- 
rio, conjuntiva, tracto gastrointestinal, tracto urinario, miocardio 
e hlgado. La afinidad diferencial que presentan las fibras de los 
diferentes tipos de adenovirus por distintos componentes de la 
membrana celular seria uno de los factores responsables de la 
marcada diferencia de tropismos observada entre los miembros de 
las 7 subespecies. Los distintos serotipos causan diferentes mani- 
festaciones clinicas (Tabla 16.4). 

Luego de la primoinfeccion, los adenovirus pueden eliminarse en 
materia fecal por largos periodos (meses y anos), especialmente los 
de la especie C. El mecanismo de la infeccion persistente que per- 
mite esta elimination prolongada no esta totalmente dilucidado. La 
detection de genoma del adenovirus serotipo 2 en amigdalas de ninos 
sanos por hibridacion permite demostrar la infeccion persistente en 
ganglios linfaticos. Los adenovirus de la subespecie B:2 (serotipos 
1 1 , 34, 35) se han aislado generalmente de orina de pacientes inmu- 
nosuprimidos. Estos serotipos tienen tropismo por el rinon y tracto 
urinario y son eliminados por orina en estadios de inmunosupresion, 
sugiriendo reactivation de virus latente. 


2. 1 Infecciones respiratorias 

La mayoria de las infecciones respiratorias ocurren temprano en 
la ninez y son autolimitadas y leves. Sin embargo, los adenovirus 
son responsables del 5% de las infecciones respiratorias en ninos 
menores a 4 anos y del 10% de las infecciones respiratorias que 
requieren hospitalization en este grupo etareo. Los sintomas de la 
infeccion de las vias respiratorias altas son faringitis con amigdalitis 
exudativa y, frecuentemente conjuntivitis, congestion nasal y tos. 
Los pacientes presentan, por lo general, fiebre, mialgia y cefalea. 

Los adenovirus tambien pueden afectar el tracto respiratorio in- 
ferior y producir laringotraqueobronquitis, bronquiolitis, neumonias 
y neumonias necrotizantes. Estas ultimas pueden ser graves especial- 
mente en ninos menores de dos anos en quienes pueden ser fatales o 
dejar severas secuelas pulmonares que llevan a la insuficiencia res- 
piratoria cronica. 

Ciertos serotipos de adenovirus pueden causal - un sindrome tipo 
pertussis que no puede ser clinicamente diferenciado del de etiolo- 
gia bacteriana. 

Los adenovirus causan infecciones respiratorias de menor im- 
portancia en adultos. Sin embargo, han ocasionado brotes de en- 
fermedad respiratoria aguda entre reclutas militares con tasa de 
hospitalization cercana al 50%. 

2.2 Infecciones oculares 

Las infecciones oculares por adenovirus son comunes. La manifes- 
tation mas frecuente es la conjuntivitis folicular aguda. Tambien 
pueden producir: a) fiebre faringoconjuntival, con sintomas respi- 
ratorios altos; b) conjuntivitis folicular aguda, que puede aparecer 
como entidad clinica independiente y que puede presentar compro- 
mise de la cornea en 5 a 10% de los pacientes; c) queratoconjun- 
tivitis epidemica, una infeccion mas severa, que puede durar de 4 
a 6 semanas. 

2.3 Infecciones gastrointestinales 

Los adenovirus se asocian aun 3-15% de las gastroenteritis virales 
infantiles y son los segundos agentes mas importantes causales de 
diarrea infantil en los paises de occidente, despues de los rotavirus. 
La diarrea es usualmente acuosa, no sanguinolenta y sin leucocitos 
y puede durar un promedio de 10 dias. Puede asociarse con fiebre, 
vomitos y dolor abdominal. Los adenovirus entericos incluye a los 
serotipos 40 y 41 que son los mas prevalentes en gastroenteritis. 
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2.4 Infecciones en pacientes inmunocomprometidos 

Los individuos con alteraciones en la inmunidad celular tienen 
mayor riesgo de desarrollar infecciones por adenovirus. Las ma- 
nifestaciones pueden incluir fiebre, enfermedad respiratoria, gas- 
troenteritis, cistitis hemorragica, nefritis, hepatitis, conjuntivitis, 
meningoencefalitis, pancreatitis, miocarditis y enfermedad disemi- 
nada severa (Tabla 16.4). Se han observado infecciones severas y 
enfermedad diseminada fatal en neonatos, pacientes con inmuno- 
deficiencias congenitas y pacientes trasplantados. 

Debido al incremento de deficiencias inmunologicas por au- 
mento en el numero de trasplantes de organos, tratamientos anti- 
neoplasicos y a la infection por HIV, la prevalencia de infecciones 
por adenovirus tambien ha aumentado. La frecuencia de infecciones 
por adenovirus varia desde un 4 a un 60%, segun diferentes pobla- 
ciones de pacientes inmunocomprometidos estudiadas en EE.UU. 
La mortalidad asociada varia de un 10 a un 60%. 

En ninos, la enfermedad por adenovirus se debe generalmente 
a primoinfeccion, por contagio de persona a persona, a partir del 
ambiente o de organos trasplantados. Por el contrario, en adultos 
inmunocomprometidos, la principal via es la reactivation. 

En pacientes con trasplante de medula osea se ha observado un 
aumento significativo en la incidencia de infeccion por adenovirus 
del 5 al 31%. Este incremento podria deberse a factores tales como 
regimenes de acondicionamiento mas agresivos, aumento de los 


trasplantes en general, una mayor alerta de este patogeno y el uso de 
metodos de diagnostico mas sensibles y rapidos. La infeccion por 
adenovirus puede semejar enfermedades causadas por otros agentes 
o enfermedades con manifestaciones clinicas similares. Por ejem- 
plo, la infeccion por adenovirus puede asemejarse a la enfermedad 
injerto contra hospedador en pacientes trasplantados. El diagnostico 
correcto, rapido y temprano es fundamental para el manejo del pa- 
ciente ya que con la infeccion viral se recomienda la diminution 
o discontinuation del tratamiento inmunosupresor mientras que en 
la enfermedad injerto con hospedador, este debera incrementarse. 

Muchos de los serotipos aislados de pacientes con SID A, en 
especial los del subgrupo D, pocas veces son aislados en pacientes 
inmunocompetentes o de pacientes con otro tipo de inmunodefi- 
ciencias. 

3. Epidemiologi'a 

Los adenovirus se encuentran distribuidos mundialmente y las in- 
fecciones ocurren durante todo el ano, con rnenor numero de casos 
en verano. La incidencia anual es mayor en ninos que en adultos. 

Las infecciones por adenovirus pueden ser epidemicas, endemi- 
cas o esporadicas. Los serotipos mas frecuentes son de la especie C 
(1, 2 y 5), de la subespecie B: 1 (3 y 7), y de la especie F (40 y 41). 
En pacientes inmunocomprometidos las especies mas frecuentes 
son la C, B:2 y A. 


Enfermedades 

Serotipos asociados 

Hospedador 

frecuente 

Muestras clinicas 


Frecuente 

Infrecuente 



Infeccion respiratoria 
alta 

1-3, 5, 7 

4,6,11,14,15, 

18,21,29,31 

Infantes, ninos 

ANF, HNF, HF 

Infeccion respiratoria 
baja 

3,4,7,21 

1,2,5,7,8,11,35 

Infantes, ninos, 1C 

ANF, HNF, LBA, 

Tejido pulmon 

Sfndrome tipo 
pertussis 

5 

1,2,3,12,19 

Ninos 

HF 

Enfermedad 
respiratoria aguda 

4,7 

2,3,5,8,11,14,21,35 

Redutas militares 

HF, LBA, Tejido 
pulmon 

Conjuntivitis aguda 

1-4,7 

6,9,10,11,15-17, 

19,20,22,37 

Ninos 

Hisopado conjuntival 

Conjuntivitis 
hemorragica aguda 

11 

2-8,14,15,19,37 

Ninos 

Hisopado conjuntival 

Fiebre 

faringoconjuntival 

3,4,7 

1,2,5,6,8,11-17, 

19-21, 29,37 

Ninos 

ANF, HNF, HF, 
Hisopado conjuntival 

Queratoconjuntivitis 

epidemica 

8,9,37 

2,3,4,5,7,10,11, 
13-17,19,21, 23,29 

Cualquier edad 

Hisopado conjuntival 

Gastroenteritis 

40,41 

1,2,3,5,7,12-18, 

21,25,26,29,31 

Ninos, 1C 

Materia fecal 

Cistitis hemorragica 

11 

7,21,34,35 

Ninos, 1C 

Orina 

Hepatitis 

1-3, 5,7 

4,31 

Infantes, ninos, 1C 

Tejido higado, sangre 

Miocarditis 

7,21 


Ninos, adultos 

Tejido miocardio, 
sangre 

Meningoencefalitis 

7 

1-3, 5,6,11,12,32 

Ninos, 1C 

Tejido cerebro, LCR 

Enfermedad venerea 

2,37 

1,5,7,11,18,19,31 

Adolescentes, adultos 

Hisopado de lesion 

Enfermedad 

diseminada 

1,2,5,11,34,35 

3,6,7,14, 21,29-31, 
37-39,43,45 

1C, neonatos 

Sangre, LBA, orina, 
tejido involucrado 


Tabla 16.4. Enfermedades asociadas a adenovirus, serotipos, hospedadores y muestras clinicas para el diagnostico. 1C: inmu- 
nocomprometidos; ANF: aspirado nasofaringeo, HNF: hisopado nasofaringeo; HF: hisopado faringeo; LCR: liquido cefalorraquideo; LBA: 
lavado broncoalveolar. 
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De los adenovirus que producen infecciones respiratorias, los 
serotipos 1, 2, 5 y 6 son en su mayoria endemicos, mientras que los 
serotipos 3, 4, 7, 14 y 21 se relacionan con brotes epidemicos en 
comunidades cerradas de intemados, guarderias y poblacion militar. 

El patron epidemiologico de la infection respiratoria por adeno- 
virus en las poblaciones civiles difiere de la poblacion militar. Des- 
de 1954, los serotipos 4 y 7 estuvieron relacionados con epidemias 
de enfermedad respiratoria aguda, que afectaba a la poblacion mi- 
litar de EE.UU. La prevention de estas infecciones se instrumento 
en 1980 mediante una vacuna por via oral que se autorizo solo para 
la poblacion militar. En 1997, al interrumpirse la administration de 
esta vacuna comenzaron a registrarse nuevos brotes de infection 
respiratoria. 

Los serotipos 8, 19 y 37 son causantes de infection ocular y 
son a menudo endemicos, detectandose en paises en desarrollo con 
condiciones de higiene insuficientes. Los serotipos entericos 40 y 
41 se detectan en forma endemica en todo el mundo. 

3. 1 Infecciones respiratorias en ninos de Argentina 

Infection Respiratoria Baja. En Argentina, las infecciones respi- 
ratorias agudas bajas son la tercera causa mas frecuente de muerte 
en menores de un ano, despues de la patologia perinatal y conge- 
nita, lo cual representa el 10% de las muertes en este grupo etareo. 
Los adenovirus constituyen la tercera causa mas comun de infec- 
tion respiratoria del tracto inferior en menores de 5 anos, luego del 
virus sincicial respiratorio y el metapneumovirus. 

Estudios realizados en aspirados nasofarfngeos obtenidos de 
ninos intemados en hospitales generales de Argentina con infection 
respiratoria baja mostraron una prevalencia del 3 al 7%. En hospi- 
tales especializados esta prevalencia fue mayor (11%) y, durante 
brotes nosocomiales, ascendio a un 34%. En estos estudios, la de- 
tection de adenovirus se realizo por metodos rapidos (inmunofluo- 
rescencia). Dado que la sensibilidad de esta tecnica puede ser baja 
para este vims, la prevalencia para adenovirus en Argentina podrfa 
estar subestimada. 

A diferencia del virus sincicial respiratorio, que mostro claros 
picos durante los meses mas frios del ano, los adenovirus se detec- 
taron en menor numero, pero a lo largo de todo el ano con pequenos 
brotes al final del invierno y durante la primavera. 

Durante los primeros dos anos de vida, la incidencia de adeno- 
virus fue del 6% en menores de 5 meses; del 32%, entre 6-11 meses 
y del 21% entre 12-24 meses de vida. Esta observation es opuesta 
a lo que ocurre con el vims sincicial respiratorio donde el 43% de 
las infecciones ocurrieron en menores de 5 meses. Los diagnosti- 
cos clinicos en ninos fueron: laringotraqueobronquitis, bronquitis, 
bronquiolitis o neumoma. 

Los estudios genomicos con enzimas de restriction realizados 
en adenovirus aislados en ninos de Argentina mostraron que la ma- 
yoria pertenecieron a la especie C y B, pero tambien se detecto la 
especie E. Dentro de las cepas con serotipo 7, se identified un nuevo 
genotipo que se denomino 7 h, y se relaciono con elevada mortali- 
dad o con recuperation con graves secuelas pulmonares, sugiriendo 
una mayor virulencia de esta cepa. 

La mortalidad asociada a la enfermedad por adenovirus, oscila 
entre el 14 y el 40% (durante brotes nosocomiales) para el serotipo 
7, especialmente el genotipo 7 h. Es de destacar que en estos es- 
tudios la mayoria de los casos fatales ocurrieron en ninos eutrofi- 
cos, sin enfermedad de base. Alrededor de un 14% de los pacientes 
presentaron secuelas graves que desencadenaron en insuficiencia 
respiratoria cronica. 

Ademas del compromiso respiratorio, se han reportado mani- 
festaciones extrapulmonares (afectacion del SNC, tracto gastroin- 
testinal, higado, bazo y rinones). 

Infection respiratoria alta. Un estudio recientemente realizado en 
Argentina por PCR en hisopados nasales de ninos con cuadros res- 
piratorios del tracto superior demostro una prevalencia de adenovi- 
rus de 9%. La especie predominante file C, seguida de las especies 
B, E, F y la presencia de coinfecciones con mas de una especie. 


4. Patogenesis 

Los estudios sobre la patogenia de adenovirus son escasos y limi- 
tados debido a la falta de modelos animales capaces de reproducir 
adecuadamente la enfermedad humana. A pesar de los numerosos 
avances producidos desde 1953 en el conocimiento de la estructura 
del virion del adenovirus, las caracteristicas de la replication y la 
identification fimcional de los genes, poco se sabe sobre el meca- 
nismo molecular por el cual el adenovirus produce tan diverso es- 
pectro de cuadros clinicos. Ademas, aun no se ha podido determinar 
la razon por la cual los distintos serotipos inducen diferencias tan 
significativas en la gravedad y tipo de enfermedades. 

Los adenovirus se caracterizan por su capacidad de suprimir 
la expresion del genoma de la celula hospedadora y por la abun- 
dante sintesis de protefnas virales estructurales que tiene lugar en 
la misma. Esto resulta en una acumulacion de protefnas virales en 
forma de cuerpos de inclusion intranucleares que interfieren con el 
funcionamiento celular normal. 

Si bien la mayoria de los autores sostiene que los adenovirus 
causan una infection litica, existen controversias al respecto. Los 
primeros estudios de patogenesis realizados en cultivos celulares 
condujeron a la hipotesis de que la muerte celular se debia a la 
acumulacion intranuclear de protefnas estmcturales virales no en- 
sambladas, particularmente la fibra, interfiriendo con el funciona- 
miento celular. La protefna de la base del penton se asocia con una 
actividad toxica responsable del desprendimiento de las monocapas 
celulares en cultivo. 

Algunas proteinas codificadas por la region E3 del genoma viral 
tienen una estructura semejante a la de ciertas proteinas de la mem- 
brana celular. Entre ellas, la glicoproteina 19 kD es capaz de unirse 
a la cadena pesada del HLA Clase I impidiendo su glicosilacion y 
evitando asf su reconocimiento por los linfocitos T citotoxicos. 

Estudios realizados en Sigmodon liispidus ( cotton rats) demos- 
traron que la replication de adenovims serotipo 5 en pulmon pro- 
duefa una neumoma similar a la inducida en humanos. Las celulas 
epiteliales respiratorias infectadas por los serotipos 2 y 5 no se lisa- 
ban, sino que estaban severamente danadas y probablemente morfan 
porque los genes tempranos del adenovirus inhibfan la sfntesis de 
DNA y protefnas celulares. 

Los estudios en Sigmodon hispidus sobre la patogenesis de la 
neumoma por adenovirus sugieren que la primera etapa de la enfer- 
medad es una respuesta a TNFa, que induce una respuesta inflama- 
toria con polimorfonucleares y que la fase tardfa de la enfermedad 
es el resultado de una respuesta celular, ya que fue claramente re- 
lacionada con el grado de expresion dc HLA clase I presente en la 
superficie celular. 

Dado que los esteroides reducen la inflamacion y las reaccio- 
nes inmunologicas, se estudio la administration de hidrocortisona 
en cotton rats y se observo que se eliminaron las dos fases de la 
respuesta inflamatoria. 

Para lograr una comprension mas completa de la patologia por 
Adenovirus en el humano se debera continuar con estudios de este 
tipo, incluso incorporando nuevos modelos animales que asemejen 
mas precisamente la enfermedad en humanos. 

4. 1 Latencia y persistencia 

Los adenovirus pueden producir infecciones persistentes, especial- 
mente los de las especies A, B:2 y C. Los adenovirus, especialmente 
los de la especie C, pueden ser eliminados por materia fecal en 
forma asintomatica porperiodos que pueden superar los 2 anos. 

Los adenovirus pueden permanecer latentes en nodulos lin- 
faticos. Es asi que los primeros experimentos de Rowe y col., en 
1953, permitieron aislar los serotipos 1, 2, 5 y 6 de la especie C 
a partir de piezas de adenectomfa que sufrieron degeneration es- 
pontanea al ser colocadas en cultivo de tejido. No esta claro si los 
adenovirus pueden permanecer latentes en linfocitos perifericos. 
Los escasos estudios realizados sobre este hecho son controverti- 
dos. En un estudio utilizando hibridacion in situ , se detecto DNA 
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Figura 16.4. A. PCR generica para distintos serotipos de adenovirus. Corrida de productos de amplification de adenovirus (139 pb) en 
gel de agarosa al 10% tenido con bromuro de etidio. 


de adenovirus en linfocitos perifericos de adultos. Por el contrario, 
otros investigadores, utilizando la tecnica de PCR, no encontraron 
evidencia de persistencia de adenovirus en linfocitos perifericos 
o fue en muy baja proporcion. Al presente, los mecanismos mo- 
leculares y los genes necesarios para establecer latencia no estan 
completamente dilucidados. 

4.2 Oncocenicidad 

Los adenovirus humanos estudiados son capaces de transformar ce- 
lulas de roedores en cultivo a un fenotipo oncogenico. Sin embargo, 
solo algunos serotipos pueden inducir directamente la formacion de 
tumores en ratas y hamsters. La especie A es altamente oncogenico 
en hamsters recien nacidos mientras que la especie B presenta baja 
oncogenicidad. 

A pesar de los intensos esfuerzos para demostrar si el adenovi- 
rus juega un rol en las neoplasias humanas, no existe al momenta 
evidencia sobre este proceso. 

5. Respuesta immune 

El adenovirus destina gran parte de su genoma a sintetizar productos 
que modulan las respuestas inmunes del hospedador. El vims codifica 
tres productos de genes que facilitarian la persistencia, antagonizando 
la respuesta antiviral del hospedador. Es asf que algunas proteinas 
como la El 19 K, E3 14. 7K y E3 10.4/15.4 juegan un rol fundamen- 
tal para permitir la infeccion persistente en celulas linfoides. 

Todas estas proteinas protegen a la celula infectada de la accion 
citolitica del TNF por interferencia de la union del TNF a su recep- 
tor. El TNF posee dos tipos de efecto antiviral: inhibir la replication 
de Adenovirus e inducir la muerte de celulas infectadas. 

Una cuarta proteina, la E3 19K inhibe la presentation antigeni- 
ca mediante la union al CMF1 clase I impidiendo su glicosilacion y 
asi disminuyendo su transporte a la superficie. Esto evita el recono- 
cimiento por parte de los linfocitos T citotoxicos a las celulas infec- 
tadas, disminuyendo asi la respuesta inflamatoria de la fase tardia. 
Este mecanismo se ha demostrado en adenovirus del subgrupo C 
que producen infeccion latente. 

Otro mecanismo de evasion a la respuesta inmune esta a car- 
go de los virus-associated (VA) RNAs que inhiben la respuesta 
celular a IFN a y (3. El INF es uno de los principals mecanis- 
mos de defensa antiviral a nivel celular ya que inhibe la repli- 
cacion viral por induction de una proteina quinasa, PKR, que es 
activada por el RNA de doble cadena producido en numerosas 
infecciones virales. Los VA RNAs se unen a la PKR e inhiben 
su activation. 

Apoptosis: El gen de expresion temprana El A codifica para dos 
proteinas que activan la transcription. La expresion de El A induce 
la apoptosis dependiente de p53. La proteina Elb-19K del adenovi- 


rus inhibe la apoptosis inducida por El A, mediante un mecanismo 
indirecto, que se postula es por interferencia de la funcion represora. 

Todos estos mecanismos le permiten a los adenovirus evadir la 
respuesta inmune del hospedador debido a la habilidad del vims de 
persistir y replicar virus infeccioso a niveles bajos durante largos 
perfodos y eliminarlos en forma intermitente en heces y secreciones 
respiratorias. 

6. Diagnostico 

Los smtomas y signos causados por adenovims no pueden diferen- 
ciarse, desde el punto de vista clinico, de otras entidades virales o 
bacterianas. Por esta razon, el diagnostico virologico es impres- 
cindible para el diagnostico etiologico. Ademas, conocer la etio- 
logfa permite separar a los pacientes con infeccion respiratoria en 
cohortes de acuerdo al vims detectado y extremar las normas de 
bioseguridad a fin de evitar transmisiones nosocomiales. Asimismo, 
para llevar a cabo estudios epidemiologicos es necesario detectar el 
virus y caracterizarlo. 

Los adenovirus pueden ser aislados de diversas muestras clrni- 
cas como materia fecal, hisopados faringeos, aspirados nasofarfn- 
geos, hisopados oculares, orina, liquido cefalorraqufdeo, sangre, 
lavado broncoalveolar y diversos tejidos obtenidos por biopsia. Los 
adenovirus son termoestables y no requieren necesariamente ser 
refrigerados durante el transporte de las muestras aunque se sugiere 
conservation a 4 °C y envio rapido al laboratorio. Los hisopados y 
biopsias deben ser trasladados en medio de transporte para virus. 
Las muestras preferentemente deben obtenerse dentro de la semana 
del comienzo de smtomas. 

El diagnostico virologico puede realizarse por metodos directos 
(detection del virus como agente infeccioso, como particula viral, 
como antigenos o como genomas) o por metodos indirectos o sero- 
logicos. 

6. 1 Metodos directos 

6.1.1 Aislamiento en cultivo celular 

El aislamiento del virus es el metodo gold standard. Los cultivos 
primarios, las lineas diploides y las lineas continuas son permisivas 
a la infeccion por adenovims. Todos los adenovims, excepto los 
serotipos 40 y 41, crecen bien en celulas epiteliales humanas y pro- 
ducen ACR Las lineas mas utilizadas son A-549 (carcinoma de pul- 
mon humano), HEp-2 (carcinoma epidermoide de laringe humana), 
KB (carcinoma epidermoide de boca) y Graham 293 (linea de rinon 
humano transformada con adenovims 5). Estas ultimas son particu- 
larmente utiles para el cultivo de los adenovims entericos 40 y 41. 

La ACP se caracteriza por un redondeamiento y agrupamiento 
de las celulas en racimos y formacion de cuerpos de inclusion 
intranucleares. El pFl del medio cae en forma notoria. La rapi- 
dez con la que aparece la ACP depende de la concentration de 
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Figura 16.4.B. PCR en Tiempo Real para la deteccion de adenovirus en tres muestras respiratorias. La presencia de las curvas en 
azul indica presencia de virus. A menor Ct (13.4) mayor es la concentration de virus en la muestra. 


viriones en la muestra, la sensibilidad de la celula hospedadora 
y el serotipo involucrado. En general, la ACP aparece a los 3-4 
dlas, aunque en algunas muestras puede demorar hasta 28 dlas. La 
presencia de ACP debe confirmarse por inmunofluorescencia con 
anticuerpos monoclonales. 

La sensibilidad del cultivo puede ser suboptima en algunas 
muestras clinicas como sangre. Otras desventajas del aislamiento 
en cultivo son su costo, el riesgo de contaminaciones fungicas y 
bacterianas; el tiempo, la toxicidad de la muestra y, ademas, requie- 
re la presencia de virus viable en la muestra clrnica. 

Tipificacion. Luego del aislamiento de una cepa de adenovirus, 
puede identificarse el serotipo utilizando metodos de inhibition de 
la hemaglutinacion o neutralization con antisueros hiperinmunes 
tipo-especificos producidos en animales. Existen antisueros contra 
los 5 1 serotipos actuales. Sin embargo, muchas veces se obtienen 
resultados ambiguos debido a las reacciones cruzadas entre los se- 
rotipos llamados intermedios. 

En la actualidad se esta realizando la serotipificacion por me- 
todos moleculares (PCR seguido de secuenciacion). El gen hexon 
posee 7 regiones hipervariables, tres de las cuales son serotipo es- 
pecificas (Al, A3 y Bl). Por ello, es posible la tipificacion de los 
adenovirus por secuenciacion de la region serotipo especifica, es- 
pecialmente la de la region variable Bl del loop 2. Estas regiones 
se amplifican por PCR, los amplicones son clonados, secuenciados 
y comparados con los serotipos patrones. 

Otro metodo de tipificacion rapido y eficiente es el analisis por 
RFLP ( Restriction Fragment Length Polymorphism), que consiste 
en el analisis del DNA viral con enzimas de restriccion lo que per- 
mite caracterizar los distintos tipos genomicos dentro de un serotipo 
dado. Los patrones de restriccion con distintas endonucleasas de las 
cepas prototipo y de las variantes genomicas de mayor circulation 
se encuentran disponibles. Este metodo constituye una herramienta 
util para estudios de epidemiologfa molecular. 

6.1.2 Deteccion directa de antigenos virales 
por metodos de inmunomarcacion 

Los metodos de deteccion de antlgeno son ampliamente utilizados 
para el diagnostico de infecciones respiratorias y gastrointestinales 
ya que los resultados son rapidos. En muestras respiratorias y ocula- 
res puede utilizarse la inmunofluorescencia mientras que los meto- 
dos de inmunoensayo pueden aplicarse para detectar tanto protemas 
asociadas a celulas como antigenos proteicos fibres. En muestras de 
materia fecal, los antigenos pueden detectarse por inmunoensayo o 
aglutinacion con latex. Aunque ya en desuso, tambien puede utili- 
zarse la microscopia electronica. 

Inmunofluorescencia (IF). En este metodo se utilizan actual- 
mente anticuerpos monoclonales contra la proteina del hexon. Per- 
mite la rapida deteccion del antlgeno viral en la muestra clinica la 


cual debe contener celulas. Resulta rapido y muy util en el caso de 
muestras respiratorias o biopsias. Se obtiene una mejor sensibilidad 
cuando las muestras fiieron obtenidas durante los primeros 4-5 dias 
del comienzo de la enfermedad. No puede aplicarse en muestras de 
sangre. Las muestras positivas se caracterizan por presentar inclusio- 
nes intranucleares o una tincion citoplasmatica granular. La sensibili- 
dad para la deteccion de adenovirus por IF comparada con el cultivo 
varia del 40-60%. En ninos con infection respiratoria la sensibilidad 
de la IF es mas alta que en adultos debido a una mayor carga viral en 
secreciones y a un periodo de elimination de virus mas prolongado. 

Enzimo inmunoensayos (ELISA): Resultan de gran utilidad 
para la deteccion de adenovirus entericos (40 y 41) en los casos de 
gastroenteritis en muestras de materia fecal. Existen ELISA genericos sSp 
o especificos para serotipos 40 y 41 siendo su sensibilidad mayor al |30 
90%. Sin embargo, en otras muestras (respiratorias, oculares y orina) 
la sensibilidad es menor (65-75%). 

Histopatologia: La infection por adenovirus puede detectar- 
se histologicamente en biopsias o autopsias de tejidos tenidas con 
hematoxilina y eosina. Los tejidos infectados se caracterizan por la 
presencia de smudge cells (celulas con el nucleo cubierto de material 
basofilico oscuro que rodean la membrana nuclear) y por celulas con 
inclusiones intranucleares basofflicas o eosinofflicas, rodeadas de un 
halo claro. Este estudio puede complementarse con la deteccion de 
antigenos por inmunohistoquimica con anticuerpos monoclonales. 

6.1.3 Deteccion de particulas virales 

Por microscopia electronica. La morfologia caracteristica de los ade- 
novirus permite su identification rapida siempre que exista un eleva- 
do numero de particulas (10 6 -10 8 particulas/ml). Este metodo es de 
utilidad para el diagnostico de gastroenteritis aguda por adenovirus 
donde altas concentraciones de virus son excretadas en heces. Sin 
embargo, requiere de personal entrenado y un microscopio electro- 
nico. Dado que la sensibilidad es baja no puede utilizarse en otras 
muestras clinicas. 

6.1.4 Deteccion del genoma viral 

La deteccion de DNA de adenovirus puede realizarse con metodos 
moleculares sin o con amplification. Estos liltimos metodos son 
altamente sensibles, rapidos y sumamente utiles cuando un virus 
no-infectivo esta presente en las muestras o cuando la carga viral 
es muy baja para detectarse por cultivo. 

Hibridacion. Es un metodo sin amplification. La hibridacion in 
situ es util para estudios de patogenesis aunque se ha observado falta 
de sensibilidad para su uso en el diagnostico clinico. 

PCR. La amplification del genoma viral mediante PCR per- 
mite aumentar la sensibilidad de deteccion. La PCR puede aplicar- 
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se a todas las muestras clfnicas por ello la selection de las mismas 
se relaciona al cuadro clinico presente (Tabla 16.4). Historica- 
mente, este metodo se utilizaba para estudiar los mecanismos 
moleculares y la caracterizacion de los genes. Pero hacia 1997, 
su utilization comenzo a aplicarse en el diagnostico clmico dada 
su alta sensibilidad y rapidez. Existen PCR genericas capaces de 
detectar todos los serotipos de adenovirus que son generalmente 
utilizadas para el diagnostico virologico (Figura 16.4.Ay 16.4. B) 
y PCR especie-especificas o serotipo-especificas utiles para la ca- 
racterizacion de los mismos. 

PCR Convencional. Las PCR genericas amplifican genes con 
regiones altamente conservadas como los del hexon, de la fibra o 
del VA RNA. Luego de la amplification, la deteccion de los produc- 
tos se realiza en geles tenidos con bromuro de etidio o por hibrida- 
cion con sondas marcadas. Estos procesos pueden llevar 24-48 hs. 
La sensibilidad de la PCR generalmente supera al cultivo. Una de 
las mayores utilidades de la PCR es para el diagnostico de enfer- 
medad diseminada por adenovirus dado que la presencia del virus 
en sangre es difitilmente detectada por otros metodos. 


instrumental, equipos y materiales usados con pacientes infecta- 
dos. Dada la alta afinidad de los adenovirus por mucosas o tejido 
ocular, debe siempre evitarse el contacto mano-ojo y mano-boca. 
Asimismo, la adecuada cloracion del agua de piletas de natation 
previene estas infecciones. 

7.7 V ACUNAS 

En la decada de los sesenta, y con el objeto de prevenir enferme- 
dades agudas respiratorias entre la poblacion militar, se desarro- 
llaron vacunas a virus vivo de adenovirus serotipos 4 y 7, que eran 
administradas por via oral. En 1980, se autorizo su uso solamente 
en reclutas de EE.UU. Fue asi que se initio su administration 
rutinariamente al ingresar a entrenamiento militar. Estas vacunas 
lograron prevenir las enfermedades respiratorias agudas asociadas 
con adenovirus. Sin embargo, el laboratorio responsable decidio 
poner fin a la production de la vacuna, lo que llevo a la reapari- 
cion de brotes de infeccion aguda respiratoria entre los militares 
en entrenamiento desde 1997. En la actualidad se esta trabajando 
para reinstaurar tal vacuna en la poblacion militar. 
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Real Time PCR. La PCR en tiempo real es sumamente atracti- 
va ya que pennite cuantificar el virus y determinar asi la carga viral. 
Ademas, los resultados pueden obtenerse en horas ya que la ampli- 
ficacion y deteccion de los productos se realiza de modo simulta- 
neo. Pueden utilizarse tanto en forma cualitativa como cuantitativa. 
Las PCR en tiempo real genericas, por lo general, utilizan mas de 
un par de primers y varias sondas marcadas a fin de detectar todos 
los serotipos de adenovirus (Figura 16.4. B). Una de la mayores 
utilidades de la PCR en tiempo real es la determination de la car- 
ga viral en sangre de pacientes trasplantados de medula osea. Este 
metodo permite realizar un diagnostico temprano de la enfermedad 
y permite realizar pronostico y seguimiento de la misma. En estos 
pacientes, generalmente se realiza un seguimiento de la carga viral 
en sangre a fin de realizar intervenciones terapeuticas. Este metodo 
esta en pleno crecimiento en la actualidad. 


6.2 Metodos indirectos o serologicos 


La infeccion aguda por adenovirus puede diagnosticarse por la 
presencia de IgM especifica o por seroconversion. En infantes, 
las respuestas serologicas son mas debiles que en ninos o adultos. 
Los anticuerpos IgM se detectan solo en el 20 a 50% de las infec- 
ciones. Ademas, puede haber resultados falsos negativos cuando 
hay una respuesta serologica pobre, como en los pacientes inmu- 
nocomprometidos. La deteccion de seroconversion es un metodo 
retrospectivo ya que requiere de sueros del perfodo agudo y del 
perfodo de convalecencia. Su utilidad radica en la determination 
del estado inmune de un paciente o para estudios epidemiologicos. 

Entre los metodos serologicos podemos mencionar: a) Las 
tecnicas de inmunomarcacion (por ELISA o IF) que son las mas 
empleadas en la actualidad; b) La reaction de Fijacion del Comple- 
mento que ya no se emplea. 

Los ensayos para determinar anticuerpos serotipo-especificos 
incluyen la inhibition de la hemaglutinacion, que se basa en la 
capacidad hemaglutinante de las glicoprotefnas terminates de las 
fibras y los ensayos de neutralization que detectan anticuerpos tipo 
especifico y requiere el uso del mismo serotipo que esta producien- 
do la infection. Estos dos metodos son sensibles y miden anticuer- 
pos serotipo especificos pero son laboriosos y no se utilizan en el 
diagnostico de rutina. 

7. Prevencion y tratamiento 


Las infecciones por adenovirus no pueden prevenirse totalmente. 
Sin embargo, pueden aplicarse normas para controlar la trans- 
mision en hospitales y centros oftalmologicos como son el ais- 
lamiento de pacientes infectados, el cumplimiento de buenas 
practicas de lavado de manos y limpieza y la desinfeccion del 


7.2 Tratamiento 

Aun no existe un tratamiento antiviral especifico para adenovirus. 
Sin embargo, el uso de ciertos antivirales no especificos como ci- 
dofovir, ribavirina han demostrado ser efectivos en algunos casos 
graves. 

La ribavirina es un antiviral de amplio espectro que es capaz de 
inhibir in vitro la replication de adenovirus. Aunque existen publi- 
caciones que lo asocian a exito terapeutico, otros han documentado 
la falla del mismo. Por lo tanto, su utilidad clfnica es aun discutida 
dada la falta de estudios cllnicos randomizados. Pareceria que el 
exito del tratamiento se relaciona con la instalacion en la fase tem- 
prana de la enfermedad. Por esto, la importancia de diagnosticos 
rapidos y precoces. 

El cidofovir tambien ha sido postulado como tratamiento 
eficaz ya que inhibe la replication de adenovirus in vitro por 
ser un analogo de nucleosido. Produce toxicidad renal mane- 
jable. Algunas publicaciones basadas en casos clinicos y en 
un estudio prospective describen la utilidad del cidofovir en 
pacientes trasplantados de medula osea con enfermedad por 
adenovirus. La falta de grupos controles y el bajo numero de 
pacientes estudiados limitan su signification estadfstica. Sin 
embargo, su utilizacion ha aumentado en estos ultimos anos 
especialmente en pacientes trasplantados de medula osea en 
quienes se realiza vigilancia de rutina a fin de instaurar un 
tratamiento temprano o incluso un tratamiento pre-emptive. 

Otras estrategias de tratamiento incluyen la diminution de la 
inmunosupresion o la inmunoterapia con una infusion de linfocitos 
del dador. Esta es un area de intensa investigation que esta siendo 
recientemente explorada en pacientes trasplantados con infeccion 
severe o diseminada. La generation de linfocitos T citotoxicos gru- 
po especifico in vitro para el control de la infeccion por adenovirus 
esta en amplio desarrollo en la actualidad. 

8. Adenovirus como vectores 

Los adenovirus se pueden utilizar como vectores para transferir 
DNA para distintas funciones: 1) Transferir DNA eficientemen- 
te a celulas en cultivo, dado que algunas celulas son diffeiles de 
transfectar, pero en su mayoria son susceptibles a la infeccion por 
adenovirus, se utilizan para transferir genes clonados. 2) Transferir 
genes funcionales a una celula in vivo para corregir una alteration 
congenita (por ejemplo, el transporte del regulador transmembrana 
de la fibrosis quistica) 3) Transferir genes que controlan el creci- 
miento celular y la apoptosis (por ejemplo, en tratamiento de cancer 
se utilizan algunos vectores que introducen genes citotoxicos o pro- 
apoptoticos para ser selectivamente toxicos a celulas malignas). 4) 
Vectores para inmunizaciones: transferir DNA que codifica para un 
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epitope o antfgeno util como un agente inmunogenico contra infec- 
ciones o tumores (por ejemplo, vectores con antigenos p24 (para 
HIV), o proteina F del virus sincicial respiratorio. 

La ventaja de usar adenovirus como vectores se basa en que la 
replication viral no requiere que las celulas del hospedador esten 
en division, como ocurre para otros vectores como los retrovirus 
(excepto los lentivirus). La desventaja radica en que son altamente 
inmunogenicos, induciendo inmunidad celular y humoral. Estas res- 
puestas inmunes disminuyen el periodo durante el cual se expresa 
el transgen. 
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Vigilancia epidemiologica de las 
virosis respiratorias en Argentina 

Osvaldo Uez 


La vigilancia epidemiologica de influenza y de los otros virus res- 
piratorios consiste en la deteccion y caracterizacion temprana de las 
cepas que circulan cada temporada en una comunidad determinada 
y en la evaluacion de su repercusion en la poblacion. 

En el caso de los vims influenza el monitoreo de las cepas cir- 
culantes es especialmente importante para detectar la emergencia y 
diseminacion de las variantes antigenicas que pueden senalar la ne- 
cesidad de reformular las vacunas en uso. 

En Argentina, los estudios sobre influenza comenzaron en la 
decada del 60 cuando los laboratories de Virologia del Instituto 
Nacional de Microbiologia "Dr. Carlos G. Malbran", Buenos Aires 
- hoy denominado Instituto Nacional de Enfermedades Infecciosas 
(INEI)- y del Instituto de Virologia "Dr. M. Vanella" de la Univer- 
sidad de Cordoba fueron incorporados por la Organization Mundial 
de la Salud (OMS) a su Red Internacional de Laboratorios para la 
Vigilancia de influenza. Asi, se comenzaron a estudiar los brotes 
anuales de influenza humana y animal en equinos y cerdos en nues- 
tro pais. En 1985, el laboratorio de Virologia del Instituto Nacional 
de Epidemiologia "Dr. J. Jara" (INE), de Mar del Plata es designado 
Centro Nacional de Referenda para la Vigilancia Epidemiologica 
de influenza. 

En la actualidad, los tres centres mencionados actuan como Cen- 
tres Nacionales de Influenza OMS y trabajan en fonna conjunta con 
el Ministerio de Salud de la Nation. La obtencion de los datos de 
vigilancia epidemiologica se realiza mediante diferentes sistemas: 

1 . Sistema de Notificacion Obligatoria de Casos 

2. Vigilancia Virologica por los tres Centres Nacionales de In- 
fluenza y la Red Nacional de Laboratorios de Influenza y Virus 
Respiratorios 

3. Vigilancia por el Sistema de Medicos Centinela 

1. Sistema de Notificacion Obligatoria de casos 

El Sistema de Salud debe notificar al Ministerio de Salud de la Nacion 
los casos de influenza detectados en el sistema publico de Salud. Hasta 
1999 se trabajo sin definicion estricta ni confirmacion virologica de 
casos y la sola notificacion presentaba el inconveniente del atraso en el 
envio y en el analisis de los datos. De todos modos, este sistema per- 
mite comparar los anos epidemicos y la concordancia con la deteccion 
viral y provee de corredores endemicos por provincia o por pais. 

En la Figura 17.1 se presenta el corredor endemico con la noti- 
ficacion para los anos 2000 a 2005 en Argentina. 

2. Vigilancia Virologica 

Es efectuada por los laboratorios especializados y permite: 

• Detectar tempranamente la circulacion de influenza y otros vi- 
ms respiratorios 

• Conocer su circulacion en funcion de los meses del ano y se- 
manas epidemiologicas, las regiones geograficas afectadas y los 
gmpos de edad 

• Caracterizar los vims y detectar sus variantes 

• Identificar vims nuevos y, en el caso de los vims influenza, mo- 
nitorear la concordancia de los virus circulantes con las cepas 
incluidas en la formula vacunal que se utiliza para inmunizar a 
esa comunidad 


Corredor endemico semanal de Influenza 
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Figura 17.1. Corredor endemico semanal de influenza.Argenti- 
na, anos 2000 a 2005. 


En el periodo 1993-1995, la Direction Nacional de Medicina 
Sanitaria del Ministerio de Salud invito a 7 laboratorios del pals a 
participar de un estudio multicentrico de infecciones respiratorias 
agudas. De ese estudio y con la formation de nuevos recursos 
humanos en Virologia, se desarrollo una Red de Laboratorios a 
nivel nacional que en la actualidad cuenta con 23 laboratorios 
en 14 jurisdicciones. Este sistema tiene como laboratorio cabe- 
cera el INEI-ANLIS "Dr. Carlos G. Malbran". El personal de 
los laboratorios de esta red ha sido capacitado para realizar un 
diagnostico rapido mediante deteccion de antigenos de influenza, 
parainfluenza, adenovirus y vims respiratorio sincicial en mues- 
tras de pacientes con infection respiratoria aguda. Los resultados 
son informados al medico dentro de las 24 horas de enviada la 
muestra. Este sistema procesa aproximadamente 20 000 muestras 
anuales, provenientes en su mayoria de pacientes menores de 5 
anos hospitalizados, aunque tambien se obtienen datos de pacien- 
tes ambulatorios y de otros grupos de edades. 

Las muestras positivas para influenza son enviadas desde los 
laboratorios colaboradores a los Centres Nacionales de Influenza 
para el aislamiento viral, la subtipificacion y la caracterizacion an- 
tigenica y molecular de los virus aislados. 

3. Vigilancia por el Sistema de Medicos Centinelas 

Una de las ventajas de este sistema es proveer information en fonna 
rapida. Los medicos centinela son cllnicos o pediatras que se inscri- 
ben voluntariamente en el programa y se comprometen a informar 
el porcentaje de consultas por enfermedad tipo influenza (ETI) 
en relation al total de consultas recibidas en su lugar de trabajo. 
Ademas, obtienen muestras respiratorias (hisopados en medio de 
transporte para vims) de uno de cada tres pacientes ambulatorios y 
las envlan, en general por correo, a los laboratorios de su localidad, 
pertenecientes a la Red de Laboratorios para realizar el diagnostico 
etiologico rapido de los virus respiratorios. Las caracterlsticas de 
este sistema son: 

• Es sensible, por trabajar con una definicion amplia de caso 

• Es especifico ya que se obtiene la confirmacion por diagnostico 
virologico, diferenciando as! influenza de los otros virus respi- 
ratorios 
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Porcentaje de ETI en consultas totales a Medicos Centinelas de Mar del Plata. Pcia. de Buenos Aires. 
N Q de virus influenza y otros virus respiratorios. INE “Dr. JUan H. Jara”, 2005. 
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Figura 17.2. Porcentaje de Enfermedad Tipo Influenza (ETI) en consultas a Medicos Centinelas de Mar del Plata, 
Provincia de Buenos Aires, Argentina. 


• Es oportuno, ya que la difusion de la informacion es rapida per- 
mitiendo al sistema de salud realizar intervenciones 

• Es representative, ya que los datos se pueden generalizar por 
las caracterfsticas de difusion de los virus influenza 

• Es aceptable, por ser un sistema de trabajo voluntario 

Este sistema se comenzo a utilizar en el INE. Mar del Plata en 
1997 y ha demostrado ampliamente su efectividad. Se observo una 
elevada correlation entre el sistema de notificacion obligatoria y el 
de los medicos centinela, observandose la respuesta mas rapida del 
sistema de los medicos centinelas. 

En la Figura 17.2 se presenta el resultado de la vigilancia de 
la UC de Mar del Plata sobre el corredor endemico del ano 2005, 
donde la notificacion queda debajo del valor umbral, indicando asi 
que la circulation de influenza no file epidemica para ese ano. 

4. Vigilancia por el sistema de Unidades Centinelas 

Actualmente, se esta implementando en varias jurisdicciones de 
nuestro pais la organization de Unidades Centinelas (UC), las 
cuales cuentan con un laboratorio, un grupo de medicos centinelas 
y un epidemiologo. Entre los anos 2003 y 2005, fueron capacitados 
en estas UC mas de 200 profesionales en la vigilancia, prevention 
y control de las enfermedades respiratorias de origen viral. Ademas, 
las UC se han informatizado con un acceso national y regional a 
los efectos de obtener la informacion epidemiologica y virologica 
en forma semanal. La informacion es centralizada por un servidor 
en la Direction de Epidemiologfa del Ministerio de Salud de la 
Nation. Esta estrategia fue posible mediante el apoyo de un credito 
del Banco Mundial para la mejora de la vigilancia en Argentina 
(Programa VIGIA). 

Los tres Centres Nacionales de Influenza actuan como referen- 
da de los laboratorios de las UC y realizan el aislamiento viral, la 
sub-tipificacion y la caracterizacion antigenica y molecular de los 
virus aislados. Se esta operando con este sistema en las provincias 
de Buenos Aires, Cordoba, La Pampa, Mendoza, Neuquen, Rio Ne- 
gro, Santa Cruz, Santa Fe, Salta, San Juan, Tierra del Fuego y Tucu- 
man. El resto de las jurisdicciones se incorporaran paulatinamente. 

En la Figura 17.3 se observa el flujograma de informacion entre las 
UC y las autoridades nacionales e intemacionales. En la Tabla 17.1 se 
observa la caracterizacion de cepas de influenza, realizadas en el INE, 
Mai' del Plata, y en el CDC, Atlanta EE.UU. 

Durante la capacitacion de las UC se discuten el Programa de 
Prevention y Control de Influenza y el Plan de Preparation para 
la Pandemia de Influenza Aviaria a fin de generar grupos de tra- 


bajo sobre el tema en las distintas regiones del pais. Este Plan fue 
elaborado por el INE en el ano 2002 y presentado en la reunion 
de la Oficina Sanitaria Panamericana (OPS) realizada en Chile en 
ese ano. El Plan ha sido actualizado siguiendo los lineamientos 
de OPS/ OMS y en la actualidad se dirige desde el Ministerio de 
Salud, Direction de Emergences Sanitarias. Este Plan contiene 
componentes de Vigilancia de Influenza humana y animal, asi 
como tambien intervenciones farmacologicas y no farmacologi- 
cas, medidas de Salud Publica asistencial y no asistencial y de 
Comunicacion Social. 

Las UC comenzaran a vigilar en los hospitales de su region el 
porcentaje de intemaciones por neumonla e influenza -segun la 
clasificacion international de enfermedades (CIE-10 , J10-J18)- so- 
bre las intemaciones totales; el porcentaje de muertes por la misma 
causa sobre las muertes totales; y as! tambien el ausentismo laboral. 

Desde el ano 2004, el nivel de alerta para la posible pandemia 
de Influenza Aviaria fue de Fase 3, lo que significa que un nuevo 
subtipo de vims influenza afecta a humanos pero sin diseminacion 
humano-humano a contactos cercanos. La diseminacion del virus 
por medio de las aves acuaticas con habitos migratorios es muy 
amplia y afecta a varios palses de Asia, Africa y Europa. Estas aves 
migratorias pueden transmitir el vims a las aves de corral y de estas 
a humanos. 

En los perlodos de alerta de pandemia (fases 3, 4 y 5) las UC 
vigilaran que todo caso de extranjeros provenientes del area del 
brote que presente ETI o enfermedad respiratoria aguda grave / 
neumonla (CIE-10 J10-J18) ambulatorios o internados sea notifi- 
cado rapidamente a las autoridades sanitarias; que se obtenga una 
muestra para estudio virologico y que se realice el seguimiento de 
los contactos del caso para implementar las acciones de control. 

5. Importancia de la tipificacion V 

SUBTIPIFICACION DE LAS CEPAS DE INFLUENZA 
EN RELACION A LA FORMULA VACUNAL 

Los tres Centres Nacionales de Influenza de nuestro pais realizan 
cada ano una selection representativa de las cepas de influenza ais- 
ladas, las que son enviadas al Centro Colaborador de OMS para la 
region, el CDC (Atlanta, EE.UU.). 

La informacion virologica semanal es remitida a las autorida- 
des nacionales de salud y a la red informatica de la OMS (Flunet). 
Estos datos permiten detectar tempranamente el comienzo de la 
circulation viral y, mediante una rapida caracterizacion de los 
virus, conocer la concordancia con las cepas incluidas en las va- 
cunas administradas a esa poblacion. 
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Figura 17.3. Red de vigilancia epidemiologica de virus respiratorios en Argentina. 


Unidad centinela 

Flu A 

Cultivo A (H3) 

Caracterizacion 

INE 

Caracterizacion CDC 

Mar del Plata 

39 

25 (64,1%) 

6 A (H3N2) 

10 A/California/07/2004 (H3N2) 

Maipu 

1 

1 

- 

- 

Olavarria 

1 

- 

- 

- 

La Pampa 

5 

5 (1 00%) 

- 

- 

Rio Gallegos 

3 

2 (66,6%) 

- 

- 

TOTAL 

49 

32 (65,3%) 

6 A (H3N2) 

10 A/California/07/2004 (H3N2) 


Tabla 17.1. Caracterizacion de cepas de influenza (2005) aisladas en el INE, Mar del Plata, de las diferentes unidades 
centinelas y confirmacion del CDC, Atlanta, EE.UU. 
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Ano 

Cepas aisladas 

Cepas vacunales recomendadas por OMS 

1992 

A/ Taiwan/1 /86 

N Beijing/353/89 (H3N2) 

B/ Panama/45/90 

N Singapore/6/86 (H1N1) 

1993 

A/Beijing/32/92 (H3N2) 

B/Panama/45/90 

A/Beijing/353/89 (H3N2) 

B/Panama/45/90 

A/Texas/36/91 (H1N1) 

1994 

A/Guandong/25/93 (H3N2) 
A/Johannesburg/33/94 (H3N2) 

A/Beijing/32/92 (H3N2) 

B/Panama/45/90 

A/Singapore/6/86 (H1N1) 

1995 

A/Johannesburg/33/94 (H3N2) 
B/Harbin/7/94 

A/Shangdong/9/93 (H3N2) o 

A/Guandong/25/93 

B/Panama/45/90 

A/Singapore/6/86 (H1N1) 

1996 

A/Wuhan/359/89 (H3N2) 

A/Johannesburg/33/94 (H3N2) 

B/Beijing/1 84/93 o B/Harbin/7/94 

A/Singapore/6/86 

1997 

B/Beijing/1 84/89 

A/Bayern/07/95 (H1N1) 

A/Wuhan/359/89 (H3N2) 

B/Beijing/1 84/93 

A/Singapore/6/86 

1998 

A/Sydney/05/97 (H3N2) 

A/Wuhan/359/89 (H3N2) 

B/Beijing/1 84/93 

A/Bayern/07/95 (H1N1) 


Tabla 17.2. Diferencias entre las cepas de influenza aisladas en Argentina y las vacunales recomendadas por OMS 
para el periodo 1992-1998. Institute Nacional de Epidemiologia "Dr. Juan H. Jara", Mar del Plata. 


Esta vigilancia ha permitido detectar en Argentina -entre los 
anos 1994 y 1997- una falta de correlation entre las cepas vacu- 
nales y las circulantes (Tabla 17.2). Esta grave situation pudo ser 
corregida a partir de 1998 cuando la OMS, a partir de estos datos, 
decidio reformular la vacuna anual contra influenza para su uso en 
el hemisferio sur. 

Actualmente, los tres Centros Nacionales de Influenza se en- 
cuentran en condiciones de realizar el diagnostico de influenza 
H5N 1 . El INEI (Buenos Aires) cuenta con antisueros para detectar 
virus HI, H2, H3, H4, H5, H7, H8, H9 y HI 1. Con estos reactivos 
se puede subtipificar aislamientos de los nuevos subtipos. Ademas, 
se cuenta con una PCR para matriz que detecta todas las cepas de 
influenza A de cualquier origen. Se puede tambien detectar N1 y 
N2 por PCR. Para estudios serologicos en humanos se dispone de 
antigenos HI, H3, H5, H7 y H9. 

Los laboratories de los otros dos Centros Nacionales de 
Influenza (Cordoba y Mar del Plata) cuentan con PCR para 
detectar HI, H3, H5, N1 y N2, y antisueros para H5. 


La vigilancia de influenza humana y animal se organizo en Argentina 
con la formation de un comite ejecutivo en el 2002 con la participation 
de Servicio Nacional de Sanidad Animal, Universidad Nacional de La 
Plata, CEVAN, Instituto Nacional Tecnologia Agropecuaria, AMEVA, 
UBA-Facultad de Ciencias Veterinarias, Centro Nacional de Control de 
Biologicos y los tres Centros Nacionales de Influenza. 

Actualmente se esta realizando el control de importaciones y 
la vigilancia activa de aves infectadas por serologla de las aves 
reproductoras, de postura, polios de engorde y aves de traspatio. 

La Argentina cuenta con la ventaja de ser uno de los paises libres 
de influenza aviaria, altamente patogena, y la vigilancia es uno de los 
requisites imprescindibles para el mantenimiento de este estado. 

Cuando este capitulo estaba en etapas finales de edicion, surgio 
la pandemia por el nuevo virus de influenza A H1N1, 2009. La exis- 
tencia del Sistema de Vigilancia Epidemioldgica de virosis respira- 
torias en Argentina permitio dar rdpida respuesta a esa emergencia 
sanitaria. (Ver Capitulos 14, 59 y 59.1). 
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Rubeola 

Marta T. Zapata 


La rubeola es una enfermedad infecto-contagiosa, con smtomas 
leves y una eruption generalizada. En ninos es una enfermedad au- 
tolimitada sin consecuencias, pero cuando ocurre durante el primer 
trimestre del embarazo existen riesgos severos de dano al feto. La 
palabra rubeola, del latin rubellus significa un poquito rojo. 

En 1941, el oftalmologo australiano Norman Gregg demostro 
por primera vez el potential teratogenico de la infeccion rubeolica 
adquirida durante los primeros meses del embarazo. Asl, se abrio 
un camino tendiente a confirmar sus hallazgos y dar respuesta a 
los muchos interrogantes que surgieron con relation a la teratoge- 
nesis inducida por virus. En 1964, se registro una severa epidemia 
de rubeola en EE.UU. que estimulo la realization de numerosas 
investigaciones para definir la incidencia de defectos congenitos, 
la patogenia de la infeccion intrauterina, las manifestaciones pato- 
logicas resultantes del dano fetal, asl como muchos aspectos epide- 
miologicos y virologicos hasta entonces desconocidos. 

La infeccion rubeolica plantea, sin lugar a dudas, un importante 
problema medico, centrado casi exclusivamente en la mujer emba- 
razada por amenazar seriamente la vida y la salud de su hijo desde 
antes de su nacimiento. 

1. Caracteristicas del virus rubeola 

1. 1 Morfologi'a y cultivo 

El virus rubeola es el unico miembro del genero Rubivirus, uno de 
los cuatro generos que integran la familia Togaviridcie. Serologica- 
mente, no esta relacionado a otros togavirus, por lo que se lo inclu- 
ye en el genero Rubivirus, siendo el hombre el unico hospedero. 

El virus rubeola es una particula esferica, de 60-70 nm. La nu- 
cleocapside es de simetria icosaedrica, rodeada por una envoltura 
lipoproteica, adquirida durante la brotacion del virus desde las ve- 
siculas citoplasmaticas o de la membrana plasmatica. La envoltura 
contiene lipidos de la celula hospedera y polipeptidos virales in- 
cluyendo uno o mas glicopeptidos en proyecciones o espiculas. El 
RNA es lineal, infectivo, de cadena unica, polaridad positiva y su 
genoma es de 10 kb. El virus replica solo en citoplasma y madura 
por brotacion. 

El virus puede ser aislado en lineas celulares como RK-13, 
AGMK, aunque su cultivo es dificil, motivo por el que no se utiliza 
habitualmente para diagnostico. 

En celulas VERO pueden hallarse altos titulos de virus ( 10 s - 10 7 
UFP/ml); por ello se utilizan para obtener antigenos para pruebas 
diagnosticas. Las titulaciones pueden realizarse por diferentes me- 
todos. Inicialmente, se utilizo un ensayo de interferencia con la 
replication en cultivos infectados con paramixo virus. La action 
citopatica (ACP) que produce el virus rubeola en VERO es dificil 
de reconocer, especialmente a baja multiplicidad de infeccion. El 
tratamiento del virus a pH acido induce cambios conformacionales 
irreversibles en las glicoproteinas El y E2 que llevan a una mayor 
exposition de E2 y permite que el virus se fusione con las membra- 
nas lipldicas adyacentes formando celulas gigantes con multiples 
nucleos (sincicios). Utilizando este conocimiento, se desarrollo 
un metodo que consiste en tratar cultivos de VERO, al sexto dia 
post-infection con pH acido por 5 min. y luego continuar con la 
incubation a pH neutro. A las 16 hs. post-tratamiento se observan 
los sincicios. Este metodo es util para titular cepas de rubeola. Otro 


metodo es el ensayo de placas baja agarosa. Los titulos virales ob- 
tenidos por ACP, sincicios y plaqueo son similares. 

1.2 Proteinas estructurales y no estructurales 

El virion contiene tres polipeptidos mayores: El (PM 58.000), E2 
(PM 42.000-47.000) y C (PM 33.000). El y E2 estan glicosilados y 
localizados extemamente sobre la envoltura viral; E2 esta presente en 
el virion de dos formas: E2a y E2b. El mapeo peptidico mostro que 
ambos son muy similares, y no estan estructuralmente relacionados 
a El y C. La diferente movilidad electroforetica podria estar relacio- 
nada al diferente numero de glucidos en las moleculas. La protema C 
esta asociada al RNA genomico, fonnando la nucleocapside. 

De acuerdo con Waxham y Wolinsky, El y E2 aparecerian en el 
virion componiendo espiculas de distribution espacial en foima de 
hexameros, semejantes a otros alphavirus. Para el virion de rubeola, 
el hexamero podria estar compuesto por cinco moleculas de El y 
una sola de E2. Dentro de esta estructura, la molecula de E2 podria 
format - un heterodimero con una molecula de E 1 ; el resto de las mole- 
culas de E 1 podrian existir libres o interaccionar como homodimeros 
de El-El. 

Las cuatro proteinas descritas para el virus rubeola (El, E2a, E2b 
y C) son codificadas por tres genes, de forma monocistronica y luego 
clivadas proteoliticamente. La estructura y estrategia general de la 
expresion de los genes es similar a la de los alphavirus de la fami- 
lia Togaviridcie. El RNA mensajero subgenomico 24 S transcribe un 
precursor de 1 10 KD que da origen por clivaje a las proteinas C, E2 
y E 1 . El extremo proximal 5 ’ codifica para una poliproteina (P200) 
que por clivaje da origen a dos proteinas no estructurales PI 50 y P90 
involucradas en la replication del RNA (Figura 18.1). 

1.3 COMPOSICION ANTIGENICA Y GENOTIPOS 

Existen tres componentes antigenicos principales; dos asociados a 
la envoltura y uno a la protema de la nucleocapside. No se ha en- 
contrado relation antigenica entre el virus rubeola y los otros virus 
de la familia Togaviridae. Se conoce un solo serotipo de rubeola y 
-aunque se han encontrado pequenas variaciones biologicas entre 
cepas- aun no se ha demostrado que tengan relation con variacio- 
nes antigenicas. La existencia de un unico serotipo es importante 
en la epidemiologla y la preparation de vacunas. 

Se han descrito dos genotipos de rubeola que tienen una distribu- 
tion global. El genoma del virus contiene aproximadamente 10.000 
nucleotidos y codifica 5 proteinas, 2 utilizadas en el ciclo de replica- 
cion y las 3 proteinas estructurales del virion antes mencionadas: la 
protema C de la capside y las 2 glicoproteinas (El y E2 de la envol- 
tura). La secuencia del gen E 1 ha sido utilizada para genotipificar y 
realizar el analisis filogenetico de los aislamientos del virus rubeola. 
Las cepas aisladas en Europa, Asia y Norte America han sido agrupa- 
das en el genotipo 1, el que presenta la mayor distribution mundial. 
En China, India y algunos casos de Italia, aparece el genotipo 2, for- 
mando un brazo filogenetico distante que difiere entre un 8 y 10% y 
cuya circulation es limitada. 

Un aislamiento de nuestro laboratorio (cepa Cordoba) file tip ifi- 
cado como genotipo 1 (Frey T., CDC, Atlanta, EE.UU.). Actualmen- 
te, se estan tipificando los aislamientos de virus rubeola de Argentina 
y de otros paises para clasificarlos como genotipos o sub-genotipos. 
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Figura 18.1. Esquema de la estrategia de replicacion del virus rubeola. 


En forma similar a otros virus envueltos, las glicoproteinas (Ely 
E2) parecen contener los antigenos responsables de la induccion de la 
respuesta inmime protectora. El esta asociada a la actividad hemaglu- 
tinina y parcialmente a la induccion de anticuerpos inhibidores de la 
hemaglutinacion e inhibidores de la hemolisis. Utilizando anticuerpos 
monoclonales obtenidos en nuestro laboratorio y por otros autores, 
fue posible localizar epitopes responsables de la hemaglutinacion y 
neutralization sobre la glicoproteina El, que tambien existirian en la 
E2. La funcion de E2 aun no ha sido totalmente dilucidada aunque 
el antigeno especifico de cepa estaria en esta proteina. De los datos 
estructurales y funcionales, El es la molecula dominante de la super- 
ficie de la particula viral y, probablemente, es el principal sitio para 
la detection y posterior elimination del virus rubeola por el sistema 
inmune. 

Durante la replicacion del virus in vitro tambien se codifican 
proteinas que no se incorporan al virion. Estas proteinas, que tam- 
bien inducen una respuesta de anticuerpos, se denominan antigenos 
solubles. En nuestro laboratorio, y coincidiendo con trabajos de 
Le Bouvier, se aislaron dos antigenos solubles denominados A y 
B. La caracterizacion bioqmmica e inmunologica demostro que el 
antigeno A es el responsable de la induccion de anticuerpos precipi- 
tantes y es posible evidenciarlos en suero de convalecientes. Por el 
contrario, el antigeno B induce anticuerpos precipitantes que caen 
a niveles indetectables al poco tiempo de transcurrida la infection. 
Los antigenos solubles son utilizados en las pruebas diagnosticas 
de aglutinacion en particulas de latex. 

2. CuADROS CLIMCOS Y ETIOPATOGENIA 

2. 1 Rubeola post-natal 

El virus ingresa por via respiratoria. El periodo de incubation de 
la enfermedad es de 14 a 21 dias (Figura 18.2). Las manifestacio- 
nes clasicas de la rubeola post-natal comprenden una eruption que 
habitualmente comienza en la cara y cuello y luego se disemina 
hacia el tronco. La eruption aparece 1-2 dias luego del inicio de 
los sintomas y consiste en maculas rosadas, menores a 3 mm de 
diametro. Tambien puede presentarse eritema en paladar. Las ade- 
nopatias son de localization post-auricular, sub-occipital y latero- 


cervical, aparecen antes de la eruption y perduran por algo mas de 
una semana. El paciente presenta escasa fiebre y, ocasionalmente, 
alguna manifestation respiratoria alta. La eruption -que no siempre 
esta presente- no es diagnostica, ya que puede ser similar a la que 
presentan otras infecciones virales. 

En adultos son frecuentes las manifestaciones articulares que se 
presentan como poliartralgias y a veces como poliartritis. Las arti- 
culaciones metacarpo-falangicas proximales son las mas afectadas, 
pero tambien suelen participar las rodillas y los tobillos. El dolor 
puede ser leve o intenso y por lo general desaparece en menos de 
dos semanas. Estas manifestaciones articulares se atribuyen a de- 
positos de complejos inmunes al nivel sinovial. Raramente, puede 
presentarse hepatitis, encefalitis y purpura trombocitopenica. No 
hay acuerdo entre diferentes autores con respecto al papel que el 
virus rubeola pueda tener como potential agente causal de algunas 
formas de artritis juvenil y artritis reumatoidea, aunque existen al- 
gunas evidencias indirectas que lo asocian. 

El diagnostico clinico contiene un gran margen de error, espe- 
cialmente en tiempos inter-epidemicos. Sin embargo, no sucede lo 
mismo durante las epocas epidemicas. 

La complication mas seria de la infection post-natal por 
rubeola es la encefalitis post-infecciosa. Su frecuencia es de un 
caso cada 6 000 infecciones. Los sintomas aparecen en forma 
explosiva 1 a 6 dias despues de la eruption (cefalea, vomitos, 
rigidez de nuca, letargo y convulsiones generalizadas). El LCR es 
claro, con 50 celulas por mm 3 . El electroencefalograma esta alte- 
rado. El tratamiento es sintomatico y el enfermo habitualmente se 
recupera completamente a los pocos dias, si bien se ha observado 
un 20% de mortalidad. 

2.1.1 Patogenia 

La puerta de entrada es respiratoria. El virus rubeola replica inicial- 
mente en el epitelio respiratorio y ganglios linfaticos locales. Esto 
es seguido de una viremia y de la diseminacion del virus a traves 
del tracto respiratorio alto. El virus puede recuperarse de secreciones 
farmgeas y de sangre desde una semana antes de la aparicion del 
exantema y durante este; tambien se lo ha aislado de leucocitos e 
hisopados conjuntivales. La inmunidad que sigue a la infection dura 
de por vida y es demostrable por pruebas serologicas (Figura 18.2). 
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Figura 18.2. Rubeola post-natal: excrecion del virus y repuesta de anticuerpos. 
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La primera respuesta de anticuerpos especificos que se detecta 
despues de la erupcion es del tipo IgM. A la semana del comienzo 
de la erupcion estan presentes todos los tipos de inmunoglobulinas 
(IgG, IgA, IgD e IgE). Las primeras IgG especificas que aparecen 
son subclase IgGl. Porpruebas de inmunoprecipitacion, realizadas 
en nuestro laboratorio, se han detectado anticuerpos anti-El, anti- 
El y anti-C en sueros de pacientes convalecientes y solo anti-El y 
anti-E2 en sueros obtenidos de periodos alejados de la infeccion. 
Tambien ha sido demostrada la inmunidad mediada por celulas 
como respuesta proliferativa, citotoxicidad mediada por linfocitos 
y secrecion de linfoquinas. La inmunidad celular persiste indeftni- 
damente despues de la infeccion, asi como la IgG especifica. 


2.2 Rubeola congenita 


La infeccion congenita se produce en un organismo totalmente in- 
maduro y presenta el comportamiento caracterfstico de las infeccio- 
nes virales persistentes cronicas. La infeccion fetal se produce por 
pasaje de los virus presentes en la circulacion materna (viremia) a 
traves de la placenta. El vims coloniza la placenta y se ha sugerido 
que la infeccion fetal ocurre a consecuencia de la descamacion de 
celulas corionicas infectadas que ingresan en su circulacion a mane- 
ra de embolos infecciosos. Si aceptamos que la infeccion fetal ocu- 
rre en casi todos los casos de infeccion rubeolica primaria durante 
el primer trimestre del embarazo y comparamos su incidencia con la 
menor incidencia de malfonnaciones congenitas, es posible afirmar 
que la infeccion intrauterina no siempre conduce a la malformacion 
congenita. A veces, ni siquiera da origen a manifestaciones clinicas 
en el nino infectado. Podrfa decirse que la gravedad de los smtomas 
de la rubeola congenita estaria mas bien relacionada con la grave- 
dad de la infeccion fetal que con su mera presencia. 

Numerosos trabajos han confirmado los hallazgos preliminares 
de Gregg. Sin embargo, hay diferentes valores en el porcentaje de 
defectos congenitos asignables a la infeccion rubeolica materna. 
Los primeros estudios retrospectivos adjudicaban a la rubeola ma- 
terna una elevada capacidad teratogenica, mientras que estudios 
prospectivos posteriores mostraron una frecuencia inferior. El ries- 
go de rubeola congenita depende del mes del embarazo en el que 


se adquiera la infeccion primaria. En general, el 16% de los ninos 
tienen defectos al nacer cuando la madre adquirio la infeccion du- 
rante los tres primeros meses del embarazo. En un analisis de 15 
estudios prospectivos, Linstrom en 1962 estimo que el riesgo de 
dano fetal fue del 33% cuando la infeccion materna ocurrio en el 
primer mes de embarazo; 25% cuando ocurrio en el segundo mes; 
9% en el tercero y 4% en el cuarto mes. No se ha demostrado que 
las reinfecciones matemas causen dano fetal. 

En los anos 1976 y 1988 (Figura 18.3) se registraron epidemias 
de rubeola en la provincia de Cordoba (Argentina). En 1976, se do- 
cumentaron virologicamente aspectos importantes de la rubeola du- 
rante el embarazo. En 83 de las embarazadas que padecieron rubeola, 
comprobada serologicamente, se pudo conocer el destino final del 
embarazo y se comprobo que el aborto provocado (40%) constituyo 
el mayor dano ocasionado por la epidemia. Entre los ninos nacidos 
de madres que padecieron la enfermedad durante el primer trimestre 
se observo un 21% de defectos evidentes en el periodo neonatal; sin 
embargo, la infeccion congenita se demostro serologicamente en solo 
dos de los cuatro ninos con malformaciones caractensticas de rubeola 
congenita (catarata bilateral y cardiopatia). 

Durante la epidemia de la primavera y principios del verano de 
1988, se efectuo el diagnostico de 529 mujeres embarazadas ex- 
puestas al contagio. Estudiando 33 mujeres que llevaron a termino 
su embarazo y que habran padecido primoinfeccion en el primer 
trimestre, 2 (6%) sufrieron abortos espontaneos; 22 (66%) tuvieron 
ninos con defectos congenitos atribuibles a la rubeola y, 9 (27%) 
fueron ninos normales hasta el ano de edad. Dc los 22 ninos con 
algun defecto, solo en 3 (9%) se presento la sintomatologia tipica 
de rubeola congenita. Estos valores son mas elevados que los ob- 
servados en la epidemia de 1976. 

2.2.1 Manifestaciones clinicas de la rubeola congenita 

Las consecuencias de la infeccion fetal con virus rubeola pueden 
ser: 1) aborto espontaneo o nino premature; 2) recien nacido nor- 
mal, que puede continuar normal o mostrar defectos tardios en la 
ninez; 3) enfennedad congenita; 4) malformaciones congenitas. 

La rubeola congenita puede expresarse con un amplio espectro 
de manifestaciones clinicas: 1) en la vision: cataratas, microftalmia, 
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Figura 18.3. Incidencia de rubeola en Argentina, segun registro de notificaciones 1960-2000, excluida Capital Federal hasta el ano 
1977. 


retinopatfa pigmentaria, opacidad corneana, glaucoma, hipoplasia 
del iris; 2) en el sistema cardiovascular: ductus arterioso, estrechez 
de arteria pulmonar o sus ramas, estenosis aortica y/o renal, co- 
municacion interventricular, miocarditis; 3) en el oido y sistema 
nervioso central: sordera sensoneuronal o imperceptiva, autismo, 
microcefalia, meningoencefalitis, hipotonfa, hipertension endocra- 
neana; 4) otros sintomas: purpura trombocitopenica, hepato-esple- 
nomegalia. hepatitis y osteopatfa. 

Durante el primer ano de vida los ninos con rubeola congenita 
manifiesta tienen mayor probabilidad de morir que los ninos norma- 
les. Ademas, dado que se trata de una infection cronica persistente, 
sus consecuencias pueden aparecer hasta varios anos despues del 
nacimiento como, por ejemplo, ocurre con los defectos en la audi- 
tion con o sin algun grado de retardo mental. 

2.2.2 Patogenia del dano fetal 

Diversos factores pueden intervenir en la production de dano fetal. 
Las lesiones histopatologicas de la placenta disminuirian el flujo 
sangumeo fetal y retardarfan su crecimiento. La vasculitis y necro- 
sis endotelial en vasos fetales podrian ser causa de las anormalida- 
des vasculares. Tambien se han descrito alteraciones cromosomi- 
cas. La demostrada actividad anti-mi totica del virus (in vitro), daria 
origen al retardo de crecimiento intrauterino, a las malformaciones 
y al menor peso al nacer. La action citopatica del virus, aunque 
moderada, explicaria el dano de miocardio, oido y otros organos. 
La persistencia de la infection viral durante toda la vida intrauterina 
y parte del primer ano de vida mantendrfa una agresion continua 
capaz de conducir a meningo-encefalopatia, sordera y otras expre- 
siones tardfas de la rubeola congenita. 

La infeccion congenita con rubeola se caracteriza por su pro- 
longada persistencia y elimination de virus en diversas secreciones. 
En porcentajes decrecientes desde el nacimiento hasta el primer ano 
de vida, el virus ha sido aislado de mucosa nasal, fauces, liquido 
cefalorraquideo, heces, orina y de la mayoria de los tejidos de ninos 
infectados in utero. La persistencia viral no ha podido ser explicada 
por mecanismos inmunologicos; la hipotesis mas atractiva sigue 
siendo la elaborada por Simons en 1968, que postula que la infec- 
tion intrauterina ocurriria en un numero limitado de celulas fetales, 
muy inferior al de celulas no infectadas. Por la action antimitotica 
del virus, los clones celulares derivados de estas celulas infectadas 


tendrian una velocidad de duplication muy inferior a la de las ce- 
lulas no infectadas y por lo tanto, durante la maduracion fetal y el 
crecimiento del nino, tales clones irian desapareciendo poco a poco 
hasta su extincion total. Con la elimination de los clones infecta- 
dos, cesaria la persistencia viral. Sin embargo, hay evidencias que 
sugieren que parte del dano en el utero es mediado por la respuesta 
inmune. Se desconoce si los complejos inmunes circulantes, que se 
detectan en el suero de ninos con rubeola congenita, pueden tener 
algun significado inmunopatogenico. La persistencia viral en tejidos 
fetales sugiere que ni la respuesta inmune de la madre, ni la respues- 
ta inmune fetal pueden eliminar al virus durante la vida intrauterina. 
La respuesta inmune humoral de los ninos con smdrome de rubeola 
congenita difiere cualitativamente de la observada en la infeccion 
post-natal o en vacunados. 

El mecanismo de persistencia del virus rubeola aun no se cono- 
ce; sin embargo, la asociacion de persistencia viral con la infeccion in 
utero, pero no con la infeccion post-natal sugiere una reaction unica 
del hospedero al virus rubeola en las etapas tempranas del desarrollo 
del embrion. Estudios recientes de nuestro laboratorio han demostrado 
que el virus rubeola induce muerte celular programada (apoptosis) en 
varias lrneas celulares. Muchos autores consideran que esta respuesta 
celular a la infeccion viral es un mecanismo de defensa innato, autono- 
mo de la celula, destinado a cortar el ciclo de replication del virus y a 
evitar la production de la progenie viral. Por lo tanto, la falta de activa- 
tion del mecanismo apoptotico podrfa intervenir en el establecimiento 
de la infeccion persistente por virus rubeola en el embrion o feto. 

El patron de expresion de c-oncogenes durante el desarrollo 
embrionario promueve o inhibe la proliferation celular en momen- 
tos detenninados. Estos oncogenes celulares que se expresan du- 
rante la embriogenesis pueden, al mismo tiempo, estar mediando 
la conversion de una infeccion viral aguda en una infeccion viral 
persistente. Las celulas embrionarias o fetales que estan proliferan- 
do activamente no serian capaces de responder a la infeccion por 
virus rubeola poniendo en marcha sus mecanismos de apoptosis; las 
vias apoptoticas en estas celulas estarfan bloqueadas por los genes 
promotores de la progresion en el ciclo celular y la proliferation. 
Asi, el virus podria sobrevivir por mas tiempo en el feto infectado 
congenitamente, en comparacion con la infeccion post-natal. He- 
mos observado que el virus rubeola no induce apoptosis en cultivos 
primarios de celulas embrionarias humanas con alto potencial proli- 
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Figura 18.4. Incidencia de rubeola en la provincia de Cordoba, segun registro de notificaciones 1960-2004. 
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ferativo (HEF), a diferencia de lo observado en celulas de placenta. 
Es posible que el virus rubeola sea capaz de activar los mecanis- 
mos apoptoticos en celulas de origen embrionario no proliferantes, 
mientras que para las celulas en proliferation del embrion, el virus 
no seria un estimulo suficiente para accionar las vias de muerte 
celular programada. 

Otros estudios in vitro demostraron cambios mitocondriales, 
asociados a la deformation estructural de dichas organelas con pre- 
sencia de zonas electron-densas cuya composition se desconoce. 
Se ignora si estas alteraciones son causa o consecuencia de eventos 
apoptoticos. Asimismo, se han documentado en diversas lineas ce- 
lulares alteraciones en el ensamblaje de los filamentos de actina. 
Elio podria conducir a la inhibition de la mitosis de las celulas 
infectadas. Es posible que la eventual afectacion de la funcion mito- 
condrial, este asociada a una disminucion de su actividad respirato- 
ria, con merma en la production de ATP, lo que a su vez promoveria 
la desagregacion de actina afectando el proceso mitotico. 


3. Epidemiolocia 


La rubeola es de distribution universal y puede adoptar dos com- 
portamientos diferentes: una forma endemo-epidemica observada 
en los paises con ubicacion geografica continental y otra forma, 
exclusivamente epidemica, documentada en ciertas islas alejadas 
del ecuador. En la forma endemo-epidemica, la enfermedad esta 
presente durante todo el ano, todos los anos, mostrando brotes es- 
tacionales en primavera y comienzo del verano y brotes periodicos 
de mayor magnitud cada 4, 6 6 9 anos. 

La principal fuente de contagio la constituyen los ninos en edad 
escolar, ya que en ellos la infection rubeolica post-natal (cltnica o 
subclinica) alcanza su mayor incidencia. Otra posible fuente de con- 
tagio es el recien nacido con rubeola congenita que puede excretar 
altos tltulos de virus durante su primer ano de vida. Solo los con- 
tacted directos y mas o menos continuos son efectivos transmisores. 
Raramente, un contacto casual o indirecto se concreta en contagio. 

La rubeola tiene un periodo de incubation de 14 a 21 dias y el 
virus esta presente en las secreciones orofaringeas desde 7 dias an- 
tes hasta 3 dias despues de la eruption. Sin embargo, el periodo de 
maxima transmisibilidad transcurre entre los 2 6 3 dias previos y el 
dia posterior al exantema (Figura 1 8. 1 ). La rubeola, a diferencia del 
sarampion, cursa a menudo en forma subclinica, entendiendose por 
tal a las formas aneruptivas o inaparentes, sean o no asintomaticas 


por completes. Durante un brote ocurrido en una institution cerrada 
con ninos menores de 15 anos y donde la tasa de infection file 100% 
en los susceptibles, Horstman y col. observaron una relation de 1 : 1 
entre infecciones aparentes e inaparentes. Sin embargo, otros autores 
postulan que en mayores de 15 anos habria una relation 9: 1, es decir, 
que solo el 10% de esas infecciones serian inaparentes. 

Si bien la infection rubeolica natural, como la mayorfa de las in- 
fecciones virales exantematicas, confiere inmunidad permanente, los 
individuos con tltulos bajos de anticuerpos suelen presentar reinfeccio- 
nes. La frecuencia de reinfecciones es mas alta en vacunados. 

Dados los riesgos de infection fetal, es importante conocer el 
estado inmune de las mujeres en edad fertil. En todo el mundo, 
la prevalencia de anticuerpos anti-rubeola en esa poblacion es de 
aproximadamente el 70%, si bien en algunas areas, en especial ru- 
rales, puede ser menor. 

En los paises desarrollados, los programas de vacunacion siste- 
matica han aumentado la seroprevalencia de anticuerpos y por ello 
la rubeola es de muy escasa frecuencia. En EE.UU., la epidemiolo- 
gia de rubeola ha cambiado sustancialmente a partir de los anos 90 
debido a la vacunacion. El mayor numero de casos se presenta en 
poblacion adulta (15 a 45 anos), con preferencia en el sexo mascu- 
lino. En nuestro pais tambien se ha observado este fenomeno. 

3. 1 Epidemiolocia en Argentina 

En Argentina, al igual que en otros paises de ubicacion continen- 
tal, la rubeola es endemo-epidemica. Desde que existen registros 
de notification (1961), se comprueba la presencia continua de esta 
enfermedad en todos los meses de todos los anos. Sobre esta linea 
de base que define la endemia, se observan los ciclos de mayor 
incidencia, uno anual, que define los brotes estacionales, y otro pe- 
riodico, que coincide con los brotes estacionales pero que sucede 
en diferentes anos. Dichos brotes se inician en julio o agosto y 
alcanzan su pico entre octubre y diciembre y declinan en febrero 
o marzo. 

La Figura 18.3 muestra la incidencia de rubeola en Argentina 
desde 1960 hasta diciembre de 2000. Desde 1960 a 1991 se han re- 
gistrado ondas endemicas en los anos 1965, 1969, 1976, 1983-84, 
1988, 1992, 1995, 1997 y 2000. La Figura 18.4 muestra la incidencia 
para la provincia de Cordoba hasta diciembre de 2004. En Cordoba, a 
partir de 1972, estas epidemias han sido confirmadas en nuestro labo- 
ratory por serologfa y por aislamiento. Resulta llamativa la epidemia 
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de 1997 en la que se observaron 18 casos de slndrome de rubeola 
congenita (Dra. L Asis, Hospital Neonatal, comunicacion personal). 

3.2 DlSTRIBUCldN ETARIA Y PREVALENCIA 

La distribucion etaria en anos inter-epidemicos muestra un predo- 
minio en la edad pre-escolar, mientras que en anos epidemicos el 
predominio se registra en edad escolar. Para explicar la ocurrencia 
de ciclos epidemicos periodicos, podria postularse que para cir- 
cular libremente, el virus rubeola necesita disponer de suficientes 
ninos susceptibles en un ambiente propicio de contacto interhuma- 
no, como la escuela. Cuando el numero de susceptibles disminuye, 
como consecuencia de una epidemia, el virus circulana en una for- 
ma controlada hasta que existan nuevamente suficientes individuos 
susceptibles para crear otra vez las condiciones para una epidemia. 

La rubeola es una enfennedad de la ninez y su maxima inciden- 
cia se observa en los grupos de 1 a 9 anos y de 10 a 14 anos. Sin 
embargo, cierto porcentaje de la poblacion alcanza la edad adulta 
no habiendo sido infectado. En diferentes lugares del mundo han 
demostrado que ese porcentaje es cercano al 20% en mujeres en 
edad gestacional. 

En Cordoba, Argentina, la seroprevalencia en 712 mujeres du- 
rante 1972-73 (anos no epidemicos) mostro 86% de positividad 
y, durante un ano epidemico (1976-77) 91% de positividad. En el 
2004, otro estudio sobre estado inmune para rubeola de 100 emba- 
razadas de una cllnica privada de la Ciudad de Cordoba, demostro 
100% de seroprevalencia de IgG. Esta cifra puede deberse a la va- 
cunacion de esa poblacion, previo al embarazo. 

En un estudio epidemiologico realizado en Sudamerica por 
investigadores del ECLAM ( Latin American Collaborative Study 
of Congenital Malformations, WHO Collaborative Centre for the 
Prevention of Birth Defects) se propone un sistema de vigilancia 
del sindrome de rubeola congenita basado exclusivamente en 
datos clfnicos del recien nacido. Se registraron dichos datos de 
43 ninos con sindrome de rubeola congenita sobre 19 184 recien 
nacidos malformados de un total de 3 883 165 nacimientos (pe- 
riodo 1982-2003) en 10 paises de Latinoamerica. Los resultados 


de ese estudio determinaron que la dlada que comprende anor- 
malidades oculares mas defectos cardiacos era el mejor marca- 
dor centinela, dentro de todos los marcadores estudiados, para 
detectar sindrome de rubeola congenita. Se propone este metodo 
como centinela para monitorear la eficacia de las politicas de 
vacunacion en paises en desarrollo. 


El diagnostico virologico de rubeola ha sido desarrollado para cua- 
tro situaciones: 

1 . Determinacion del estado inmune previo al embarazo 

2. Diagnostico de rubeola post-natal 

3. Diagnostico de rubeola congenita 

4. Diagnostico pre-natal 


El virus rubeola es de diffcil cultivo, por ello el diagnostico de 
la enfermedad se determina habitualmente por serologia (Figura 
18.1). El aislamiento del virus en cultivo se utilizaba anteriomiente 
para confirmar epidemias y, en la actualidad se emplea solo para 
obtener cepas con el objeto de realizar la genotipificacion de los 
aislamientos. 

Los anticuerpos IgM aparecen pocos dias despues del exante- 
ma, alcanzan su pico a los 10 dias de la aparicion de los sintomas y 
luego disminuyen a niveles indetectables en semanas o meses. Esta 
rapida aparicion de la IgM tiene un enorme valor en el diagnostico. 

Los anticuerpos IgG alcanzan su pico a los 10-15 dias y permane- 
cen detectables durante decadas y hasta por vida. 

Numerosos metodos se han desarrollado para el diagnostico 
serologico: 

1) Inhibicion de la hemaglutinacion (IHA). Fue el primer metodo 
utilizado y es el considerado estandar por la Organizacion Mun- HHl 
dial de la Salud. Este metodo dosa IgG e IgM totales especificas. 

Se basa en la deteccion de anticuerpos inhibidores de la hemaglu- 
tinacion, que fueron inducidos por antfgenos glicoproteicos de la 


4. Diagnostico 


4. 1 Metodos diagn6sticos 



Figura 18.5. Rubeola congenita: excrecion de virus y respuesta de anticuerpos. 
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envoltura viral (Capitulo 3). Estos anticuerpos se correlacionan 
con los anticuerpos neutralizantes y su presencia indica proteccion 
contra una nueva infeccion con el virus. Los tltulos iguales o ma- 
yores a 8 (el titulo corresponde a la inversa de la maxima dilution 
que da positiva la reaction), se consideran protectores. Previo a la 
realization de esta prueba deben tratarse los sueros para eliminar 
inhibidores inespecificos de la hemaglutinacion (beta lipoprotei- 
nas que compiten con los anticuerpos especificos). La incorrecta 
elimination de estos inhibidores puede dar resultados falsamente 
positivos; por esta razon este procedimiento se realiza en laborato- 
ries especializados. 

2) Enzimoinmunoanalisis (ELISA). Apartir de 1983 se desarrolla- 
ron numerosas tecnicas de ELISA para detectar IgM o IgG espe- 
cificas para rubeola. Existen reactivos comerciales, lo que permite 
que laboratorios no especializados puedan realizar esta serologla. 
Sin embargo, es necesario resaltar que los resultados deben ser co- 
rrectamente interpretados, en el marco de la historia cllnica y los 
datos epidemiologicos. Estas pruebas se informan como positivas 
(inmune), si es mayor a 15 Ul/ml, o negativas (no inmune). 

La determination de IgM por ELISA debe estar muy bien 
controlada, ya que la presencia de los factores reumatoideos en la 
muestra interfiere en la prueba dando valores falsos positivos. Por 
ello, estos factores deben eliminarse del suero antes de la realiza- 
tion de esta prueba. Asimismo, la IgG especifica en altas concentra- 
ciones, compite con la IgM por el antlgeno, pudiendo dar resultados 
falsos negativos (Ver Capitulo 9 Diagnostico Virologico). 

3) Hemaglutinacion pasiva. Es una prueba mas rapida y menos 
compleja que la IHA. Se utiliza para realizar tamizajes o pruebas de 
screening, con el objeto de determinar el estado inmune a rubeola, 
pero no se la recomienda para cuantificar anticuerpos o confirmar 
enfermedad. Los resultados son expresados como positivos (inmu- 
ne) o negativos (no inmune). No se requiere tratamiento previo del 

corpus suero, pero los titulos positivos bajos son de muy dificil lectura. 

Editorial 

4.2 SlTUACIONES DIAGNOSTICAS 

4.2.1 Determination del estado inmune 

Esta serologla debe ser solicitada por el medico de familia o por el 
ginecologo en toda mujer en edad gestacional y en la embarazada 
en la primera consulta. 

Para la determination de estado inmune es necesaria solo una 
muestra de suero, en la que un titulo de anticuerpos inhibidores 
de la hemaglutinacion (IHA) igual o mayor a 8, o valores que se 
correlacionen -si se emplean otras tecnicas- indica proteccion. Si 
la detection de anticuerpos se realiza por ELISA, el valor de corte 
para determinar proteccion varla de acuerdo al equipo comercial 
utilizado expresandose los resultados como un indice. 

En las mujeres en edad fertil no embarazadas y con serologla 
negativa debera indicarse la vacunacion anti-rubeola. Esta vacu- 
nacion esta absolutamente contraindicada si la paciente esta em- 
barazada, ya que la vacuna anti-rubeolica contiene virus vivo y 
atenuado. Las embarazadas con serologla negativa deben evitar el 
contacto con pacientes con rubeola y realizar controles serologicos 
durante el embarazo. 

Tanto la infeccion natural como la vacunacion inducen anticuer- 
pos protectores contra una nueva infeccion por rubeola. 

4.2.2 Diagnostico de rubeola post-natal 

Embarazadas sin conocimiento de su estado inmune: 

a) Embarazadas con diagnostico clmico de rubeola 
La presencia de IgM especifica a cualquier titulo indica primoin- 
feccion con rubeola. En nuestra experiencia, en muestras (micas 
obtenidas entre los 3 y 30 dias posteriores al exantema, es posible 
diagnosticar la primoinfeccion en el 100% de los casos mediante 
dosaje de IgM especifica. 

Anteriormente, cuando las pruebas de IgM no estaban dispo- 
nibles, el diagnostico de certeza se realizaba mediante detection 
de la conversion serologica en dos muestras pareadas de suero, la 


primera obtenida durante el exantema y la segunda a los 15-20 dias 
posteriores. El diagnostico de primoinfeccion se confirmaba si la 
primera muestra era negativa y la segunda positiva, o si se detectaba 
un aumento de cuatro o mas veces en el titulo de anticuerpos entre 
ambas muestras. 

b) Embarazadas en contacto con pacientes con rubeola 
Si la embarazada es inmune no debe preocuparse frente al contacto 
con pacientes cursando la infeccion. Por el contrario, si no conoce 
su estado inmune se recomienda que concurra de inmediato al la- 
boratorio dentro de los primeros siete dias de ocurrido el contacto. 
Asl, el laboratorio tiene la posibilidad de determinar la presencia de 
anticuerpos IgG anteriores a dicho contacto en esa unica muestra 
de suero. Recordamos que desde siete dias antes de la eruption el 
contacto elimina virus, los que sumados a los siete dias de plazo 
maximo para concurrir al laboratorio completan el tiempo teorico 
minimo de 14 dias del periodo de incubation de la enfermedad. 
Por lo tanto, los anticuerpos determinados en esta linica muestra de 
suero corresponden a anticuerpos anteriores al contacto. 

Si la embarazada concurre al laboratorio despues de los siete 
dias del contacto, y su suero resulta positivo debera realizarse la de- 
tection de IgM especifica para confirmar o descartar una infeccion 
reciente. 

4.2.3 Rubeola congenita 

Si se sospecha una infeccion congenita por rubeola en el recien na- 
cido (con o sin clinica compatible) debe solicitarse la determination 
de IgM especifica en sangre de cordon umbilical. Si el resultado es 
positivo quedara confirmada la infeccion congenita. Cuando este 
metodo no estaba disponible se realizaba el estudio de la cinetica 
de anticuerpos totales, con sueros obtenidos en el primer, tercer y 
septimo mes posteriores al nacimiento (Figure 5). Dada la transfe- 
rencia pasiva de IgG anti-rubeola de la madre al feto por via trans- 
placentaria, se podrla observar un alto titulo de anticuerpos en el 
suero del nino durante el primer mes de vida extrauterina, y luego 
un descenso del titulo hasta negativizarse en sucesivas muestras. 

Otros procedimientos que pueden emplearse son el aislamiento 
del virus en cultivo de celulas VERO o RK 13 o bien la RT- PCR 
para detectar el genoma viral en hisopados nasofarlngeos y sangre 
del cordon umbilical. 

4.2.4 Diagnostico prenatal 

El diagnostico pre-natal puede intentarse mediante una RT-PCR 
para detection del genoma viral en muestras de llquido amniotico 
(obtenido por ammiocentesis) o de vellosidades corionicas entre las 
semanas 17 y 21 de gestation. En estos procedimientos, ademas del 
riesgo por la obtencion de la muestra, no siempre se logran resul- 
tados verdaderos de infeccion del feto, ya que puede llegarse a un 
resultado positivo en llquido ammiotico y vellosidades corionicas 
y no estar infectado el feto. 

Tambien puede detectarse IgM especifica en sangre fetal obte- 
nida por cordocentesis entre las semanas 21 y 23 de gestation. 

5. PROFILAXIS V VACUNACION 

Actualmente, existen vacunas seguras y efectivas para rubeola. Es- 
tas vacunas son a virus vivo y atenuado y pueden contener las cepas 
RA 27/3 o la cepa Cendehill. Ambas cepas inducen anticuerpos 
circulantes protectores y tambien IgA en mucosas, lo que permite 
bloquear la puerta de entrada. La respuesta serologica y el titulo de 
anticuerpos que ambas vacunas inducen es similar al de la infeccion 
natural, aunque la frecuencia de reinfecciones es mas alta en vacu- 
nados que en aquellos que padecieron la infeccion natural. 

Existen dos estrategias de vacunacion. Una consiste en vacunar 
a todos los ninos para evitar la circulation del virus en la pobla- 
cion; es la metodologia empleada en EE.UU. La otra estrategia, que 
requiere realizar previamente la detection del estado inmune, es 
vacunar solo a las mujeres en edad fertil no inmunes y en contacto 
con ninos (maestras, personal de salud); es la usada en Inglaterra. 
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Las ultimas normas nacionales de vacunacion para la Re- 
publica Argentina (2013) indican aplicar la vacuna Triple Vi- 
ral (SRP: Sarampion-Rubeola-Parotiditis - MMR: Measles, 
Mumps, Rubella) en tres dosis: l a dosis a los 12 meses de edad; 
2 a dosis a los 5-6 anos y la 3 a dosis (refuerzo) a los 11 anos 
de edad, si el nino no recibio previamente dos dosis de Triple 
Viral, o bien una dosis de Triple Viral mas una dosis de Doble 
Viral. 

Se destaca que, si por razones epidemiologicas se hiciera ne- 
cesario administrar refuerzos de vacuna anti-sarampionosa, debe 
emplearse una vacuna monovalente -para sarampion solamente- ya 
que las excesivas dosis de SRP pueden generar artropatias inespe- 
cificas por dosis excesivas de virus rubeola. 

Debido a que la vacuna es a virus vivo y atenuado y produce 
viremia, esta contraindicada durante el embarazo. Ademas, la mujer 
vacunada debe evitar la concepcion en los tres meses siguientes a 


la vacunacion, ya que se han detectado casos de infeccion fetal por 
cepas vacunales. 

Varios estudios sobre la utilizacion de gammaglobulina humana 
han demostrado que no evita la viremia y, en muchos casos, puede 
enmascarar o retrasar la aparicion del exantema. 

La autora quiere expresar su reconocimiento al Dr. Americo 
Marquez, quien inicid el estudio de la rubeola en Argentina y tra- 
bajo en este tema hasta enero de 1989, fecha de su fallecimiento, 
brinddndonos toda su experiencia y el apoyo que hace posible que 
continue en esta linea de trabajo. 

NoTA 

Este capitulo se termino de escribir en el ano 2008, habiendo actua- 
lizado los compiladores de la obra, el plan de vacunacion vigente 
en Argentina al ano 2013. 
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Parvovirus 

Guadalupe Carballal - Jose Raul Oubina 


La familia Parvoviridae (del latin pan’its = pequeno) esta com- 
puesta por virus pequenos, con DNA de cadena unica. Esta familia 
incluye dos subfamilias: Parvovirinae (cuyos miembros infectan 
a vertebrados) y Densovirinae (que infectan exclusivamente a in- 
sectos, siendo la especie tipo el vims de la densonucleosis y cuyo 
nombre refiere los caracterlsticos cambios que produce en el nu- 
cleo celular). 

La subfamilia Pan’ovirinae se subdivide en cinco generos 
Erythrovirus , Bocavirus, Dependovirus, Amdovirus y Parvovirus. 
Hasta el presente solo se han detectado parvovirus patogenos hu- 
manos entre los dos primeros generos, el erythrovirus B19 humano 
(y otras variantes relacionadas) y el bocavims humano. El termino 
Erythrovirus hace referenda a que estos virus replican en celulas 
progenitoras eritroides. Los miembros del genero Bocavirus se in- 
cluyen con esta denomination teniendo en consideration las le- 
tras iniciales de los parvovirus bovino y canino, respectivamente 
[Bovine parvovirus; Canine parvovirus], Los miembros del genero 
Dependovirus exhiben la necesidad de replicar con la elabora- 
tion de un virus ayudador. Este genero incluye virus asociados a 
infecciones asintomaticas en el ser humano y en primates. Son los 
parvovims adeno-asociados o herpes-asociados. Estos virus han 
sido empleados como vectores para la transduction de genes y en 
terapia genica. Los Amdovirus deben su nombre a las iniciales del 
vims de la enfermedad del vison aleutiano [Aleutian mink disea- 
se], Finalmente, el genero Parvovirus incluye numerosos vims de 
animales domesticos (parvovims felino, parvovims canino, parvo- 
vims porcino, etc.). 


1. El descubrimiento de erythrovirus 

Y BOCAVIRUS HUMANOS 

Los parvovims han despertado el interes de distintas areas de la 
ciencia. Dado que muchos parvovirus producen enfermedades en 
animales, estos virus fueron estudiados en Medicina Veterinaria. 
Algunas de estas enfermedades -como la enfermedad del vison 
aleutiano- han servido como modelo para estudiar enfermedades 
humanas, ya que su patogenia esta asociada a complejos inmunes. 
Antes del descubrimiento del erythrovirus humano B19, en Micro- 
biologia ya se estudiaban los parvovirus como causantes de conta- 
mination en cultivos celulares y, finalmente, en Biologla Molecu- 
lar estos virus han resultado interesantes para estudiar mecanismos 
de regulacion genetica dado el pequeno tamano de su genoma. A 
diferencia de otros vims a DNA, los parvovims no codifican genes 
que inducen la entrada de las celulas en fase S y por lo tanto, solo 
pueden replicar en celulas que esten en multiplication activa. 

El erythrovirus B19 (Parvovims B19 hasta su rectification 
por el Comite Internacional de Vims en 1995) fue descubierto en 
1974 por Yvonne Cossart, una virologa australiana que se desem- 
penaba en un laboratorio de Londres, durante una evaluation de 
pmebas diagnosticas para hepatitis B, en la cual comparaba sen- 
sibilidad y especificidad para detection del antigeno de superfi- 
cie del vims homonimo (HBsAg) por contrainmunoelectrofoersis 
(CIE), hemaglutinacion reversa pasiva (HRP) y radioinmunoensa- 
yo (RIA). Esta investigadora observo que 3 sueros de los 3.000 
estudiados resultaron positivos para HBsAg por CIE, pero no por 
tecnicas mas sensibles como HRP o RIA. Uno de estos sueros fue 



Figura 19.1. Microfotografla electronics de transmision mostrando particulas del erithrovirus B19 en suero y celulas, y capsides 
recombinantes. (El panel A se reproduce con permiso de Y. Cossart; los paneles B, CyDse reproducen con autorizacion del New England 
Journal of Medicine). Panel A: particulas icosaedricas de aproximadamente 25 nm de diametro y capsides vacias, indicadas con el "extremo 
de flechas" (x 189.000). Cortesia de la Dra. Ivonne Cossart. Panel B: celulas progenitoras eritroides infectadas in vitro con B19. Observese 
la presencia de vacuolas y pseudopodos citoplasmaticos (x 10.000). Panel C: Parte del panel B, observado a mayor aumento. La cromatina 
marginada contiene capsides ensambladas (x 100.000). Panel D: particulas vacias del virus B19 producidas mediante ingenieria genetica 
en un sistema eucariotico de expresion, basado en la utilizacion de baculovirus (un virus que infecta insectos). Este virus posee un promotor 
-con significativa actividad- que regula la expresion de la proteina poliedrina. Bajo su regulacion -y luego de manipulaciones in vitro para 
la transferencia de genes- puede producirse en celulas de insecto gran cantidad de proteina codificada por un gen de interes, en este caso 
correspond iente a la capside del B19. Fotos publicadas en N Eng J Med 2004, 350: 586-97. Autorizadas para la publicacion en este libro. 
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Figura 19.2. Representation esquematica del genoma del erythrovirus B19 y su correlation con las proteinas codificadas en el. 


incluido en un panel de control rotulado con el numero B19 (ubi- 
cacion 19 en la placa B). Cossart descubrio que ese suero contenla 
el antfgeno de un vims desconocido ya que el anticuerpo empleado 
en la CIE era de origen humano, mientras que el anticuerpo usado 
en las tecnicas de HRP y RIA se habia obtenido de animales hipe- 
rinmunizados con HBsAg purificado. La ausencia de identidad del 
nuevo antfgeno viral con respecto al HBsAg se demostro mediante 
pruebas de inmunodifusion en gel de agar (Ouchterlony). 

Posteriormente, los estudios de microscopia electronica reve- 
laron que el suero que contenfa el nuevo antfgeno presentaba unas 
partlculas esfericas (y algunas tambien vacias) de muy pequeno 
tamano, caracteristicas de la familia Parvoviridae; (vease la Figura 
19.1, panel A). Este antlgeno fue identificado en los sueros de un 
hemodonante, de un caso de hepatitis B y de otro con trasplante 
renal. Ademas, los sueros de convalecencia de esos individuos de- 
mostraron ausencia de las partfculas virales y la aparicion de sero- 
conversion. 

El nuevo vims fue denominado B 1 9 y durante muchos anos fue 
"un vims en busca de una enfermedad". Recien en 1981 se pudo 
asociar al erythrovirus B19 con crisis de anemia aplasica en ninos 
que padecian, ademas, de anemia falciforme. Luego, se determino 
fehacientemente que este vims es el agente etiologico del eritema 
infeccioso, tambien denominado megaloeritema, quinta enferme- 
dad exantematica o enfermedad de Tschamer-Escherich. El B19 
fue el primer miembro de la familia Parvoviridae asociado a una 
enfermedad humana. 

En 1999 Quan Tri Nguyen y otros investigadores franceses de- 
tectaron una nueva variante de parvovirus (V9) asociada a crisis de 
anemia aplasica en un nino cuyos estudios virologicos para B19 
eran negativos (Ig M no detectable y productos dc DNA amplifi- 
cados por PCR que no hibridaban con una sonda especifica para 
B19). Este mismo investigador descubrio en 2002 otra variante 
viral (A6) de Erythrovirus en un paciente anemico con serologfa 
positiva para HIV. Tanto el V9 como el A6 exhiben una simili- 
tud de apenas un 88% con secuencias nucleotldicas del genoma 
complete de B19, comparada con un 99% detectada entre cepas de 
B19. El analisis filogenetico de secuencias nucleotldicas clasifica 
al B19 en el genotipo 1 y a las de V9 y A6 en los genotipos 2 y 3, 
respectivamente. 

En 2005, mediante SISPA ( sequence independent single pri- 
mer amplification) PCR -una tecnica de Biologfa molecular para 


detectar genomas desconocidos- Tobias Allander trabajando en 
el laboratorio de Bjorn Andersson descubrio un nuevo parvovi- 
rus, provisionalmente designado bocavirus humano (HBoV), 
en aspirados nasofarfngeos de ninos afectados por infecciones 
respiratorias bajas cuyas muestras clinicas habian sido derivadas 
al Hospital Universitario Karolinska de Suecia. El espectro real 
de enfermedades respiratorias asociadas a este nuevo agente, asf 
como la prevalencia de la infeccion, estan aun en evaluation, 
aunque es frecuente la observation de tos, rinorrea y fiebre. Se ha 
detectado el HBoV en casos de rinitis, bronquitis, bronquiolitis y 
neumonfas. Se ha documentado que HBoV afecta especialmente 
la poblacion pediatrica comprendida entre 6 y 24 meses, siendo 
su incidencia en patologfa del tracto inferior solo superada por el 
virus respiratorio sincicial y por adenovirus. Es frecuente la coin- 
fection con dichos agentes. Se investiga la asociacion del HBoV 
en casos de infeccion respiratoria con tos paroxistica semejante 
a la observada en infectados con Bordetella pertussis , asf como 
con diarrea. 

Tambien en 2005, Morris S. Jones y cols, en San Francisco, 
EE.UU., detectaron -mediante la misma tecnica utilizada por 
Allander para detectar genomas desconocidos- el DNA de un nue- 
vo parvovirus humano en un paciente con sfndrome viral agudo, al 
que designaron Parvovirus 4. Hasta el presente no se ha estableci- 
do su patogenicidad para humanos. 

A continuation -dado lo reciente del descubrimiento del 
HBoV y la consiguiente escasez de information- se hara especial 
enfasis en la infeccion causada por el Erythrovirus B19. El lector 
observara que aun en la bibliografla actual, se hace referencia to- 
davla a este agente bajo la denomination (anterior) de Parvovims 
humano B19. 

2 . ESTRUCTURA 

El erythrovirus B19 es un vims desnudo, de simetrla icosaedrica y 
su tamano es de 20-25 nm (Figura 19.1 A); su peso molecular es 
de 5-6 x 10 6 Da. Su DNA es monocatenario. El virion contiene dos 
proteinas de la capside: VP1 (80 kDa) y VP2 (60 kDa). La protelna 
VP2 es un producto tmncado en el extremo amino-terminal de la 
VP1. Por su abundancia, VP2 es la protelna principal de la capside 
constituyendo un 90-96 % de su estmctura (Figura 19.1 C y D, y 
Figura 19.2). 
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Figura 19.3. Diagrama del curso de la infeccion por el virus B19. 
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La proteina VP 1 contiene una region unica de 227 aa que se expone 
por fuera de la superficie de la capside y que se presume interacciona 
con el receptor celular. La actividad de fosfolipasa de VP1 sugiere que 
esta protema participa en el ingreso a la celula. Un tercer producto geni- 
co corresponde a la protema denominada "no estructural" NS1 (aunque 
una copia esta unida al DNA en el virion), cuya funcion no es totalmente 
conocida, pero que regula el promotor viral y parece participar de la 
replicacion de B19. NS1 actua tambien como ATPasa, helicasa y en- 
donucleasa sitio-especffica. Esta protema ha cobrado relevancia en los 
ultimos anos por estar asociada a la liberation de citoquinas proinflama- 
torias como IL-6 y al disparo de eventos de apoptosis celular mediados 
por TNF a, asi como tambien por la via intrinseca mediada por caspasa 
9, lo que podrfa proveer un mecanismo altemativo al de la infeccion 
litica para algunas de las manifestaciones clinicas. La protema NS pll 
participa en la production de viriones y el trafico intracelular. Se desco- 
noce aun el rol de NS p7,5. 

El genoma del B19 esta constituido por una molecula lineal de 
5,6 kb de DNA con estructuras tipo asa o rulo bicatenarias en sus 
dos extremos 5’ y 3’. El erythrovirus B19 encapsida cantidades 
equivalentes de DNA de polaridad positiva y negativa, a diferen- 
cia de la mayoria de los parvovirus de replicacion autonoma que 
empaquetan habitualmente cadenas de polaridad negativa. El em- 
paquetamiento indistinto de una u otra cadena es caracterfstica de 
los dependovirus. 

En el B19 existen secuencias nucleotidicas palindromicas (del 
griego palin = volver y dromos = carrera: "desandar camino"); secuen- 
cias que son identicas -leidas en uno u otro sentido- que abarcan mas 
de 300 nucleotidos y pemiiten la formation de las asas mencionadas 
mediante apareamiento de bases complementarias que se estabilizan 
por puentes de hidrogeno. El extremo 5’ es evidentemente una secuen- 
cia repetitiva terminal que podria hibridar tambien con el extremo 3’. 
Elasta el presente se han descripto tres genotipos de B19. 


3 . REPLICACION 


El receptor celular del erythrovirus B 19 es el antigeno P (un globosi- 
do, es decir un glucoesfingolipido neutro que funciona como antige- 


no de grupo sanguineo) de los eritorocitos, presente en la membrana 
de las celulas eritroides de pacientes, lo que explica la selectividad 
del virus por infectar la serie roja. 

El erythrovirus B19 no replica en lineas celulares conven- 
cionales en cultivo, si bien se ha logrado su replicacion en cul- 
tivos de medula osea suplementados con eritropoyetina. En las 
celulas progenitoras eritroides infectadas in vitro con B19 se oh- 
servan vacuolas y pseudopodos citoplasmaticos (Figura 19. IB). 

El genoma del B19 contiene un marco abierto de lectura prin- 
cipal hacia el extremo izquierdo que codifica una protema no es- 
tructural (NS1) y hacia el extremo derecho otro marco abierto de 
lectura para las proteinas estructurales VP1 y VP2. NS1 interactua 
directamente con el promotor viral p6 y con factores de transcrip- 
cion celulares. 

El modelo de replicacion del B19 establece que: 1) no existe 
una sintesis discontinua ni retrasada de las cadenas; 2) en ambos 
estadios de la sintesis de DNA, las secuencias terminales de las 
asas son utilizadas como cebadores; una o mas DNA polimerasas 
celulares han sido implicadas en dicha sintesis, ignorandose si son 
requeridas ciertas enzimas similares a las topoisomerasas; y 3) el 
modelo predice sitios especificos de clivaje de intermediaries de 
replicacion; el intermediario replicativo consiste obligatoriamente 
en una estructura dimerica. 

Existen multiples transcriptos producidos por uniones tipo 
"splicing" (corte y empalme) del RNA. Los eventos durante la sin- 
tesis de proteinas son poco conocidos, aunque pareceria que la de 
las proteinas no estructurales precede a la de las VP 1 y VP2, ya que 
es necesaria su presencia para activar el promotor de estas ultimas. 

Llamativamente, se ha demostrado que el genoma a DNA mo- 
nocatenario de B19 exhibe una tasa de sustitucion nucleotidica 
muy superior (1 x 10' 4 sustituciones por sitio por ano) a la obser- 
vada en virus a DNA bicatenarios, ya sea con genomas grandes 
(herpesvirus) o pequenos (papilomavirus). Esta alta tasa de muta- 
tion del B19 es semejante a la de virus a RNA, proveyendole una 
conformation poblacional compatible con el concepto de cuasies- 
pecies virales. 
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Cuadro 

Temporalidad 
(aguda o cronica) 

Hospedador 

Eritema infeccioso (5 ta 
enfermedad) o megaloeritema 

Aguda 

Ninos normales 

Crisis de anemia aplasica 

Aguda 

Individuos con eritropoyesis aumentada debido a 
anemias hemoliticas cronicas 

Artralgia y artritis 

Aguda o cronica 

Adultos normales 

Aborto 

Anemia congenita 

Hydrops fetalis 

Aguda o cronica 

Feto 

Infeccion persistente con anemia 

Cronica 

Inmunosuprimidos o inmunodeprimidos (etiologia 
congenita o adquirida: por ej. inmunodeficiencias 
primarias; HIV, medication) 


Tabla 19.1. Manifestaciones cllnicas de la infeccion con erythrovirus B19. 


4. Patogenesis 

El erythrovirus B 19 afecta exclusivamente al serhumano. Raramen- 
te, algunos individuos (1:200.000) carecen del receptor P, por lo que 
aparentemente no pueden infectarse con este agente. La expresion 
del receptor P exhibe niveles maximos en el primer trimestre del 
embarazo en las celulas de las vellosidades trofoblasticas, declinan- 
do subsiguientemente para ser indetectable hacia el final de la ges- 
tation. Las a5 (31 integrinas pueden funcionar como correceptores 
que son esenciales para el ingreso viral. Tambien se ha demostrado 
recientemente el ingreso viral a celulas de linaje no eritroide a traves 
de la interaction con anticuerpos y receptores Fc (proceso conocido 
como potentiation viral o viral enhancement) un evento conocido 
en la patogenesis de la infeccion por virus dengue. El receptor P esta 
tambien presente en plaquetas, higado, miocardio fetal, pulmon, ri- 
non, endotelio, sinovia y en celulas de las vellosidades trofoblasticas 
del tejido placentario. 

Sin embargo, la mera presencia del receptor P en dichas ce- 
lulas/tejidos (no permisiva/os) es insuficiente para permitir la re- 
plication del B19 que conduzca a la muerte celular, como ocurre 
en las progenitoras eritroides por la apoptosis inducida por pll y 
mediada por la caspasa 10. 

El erythrovirus B19 penetra por mucosa respiratoria y replica so- 
lamente en las celulas que estan en mitosis. La replication ocurre en 
el nucleo celular y depende de la expresion de funciones celulares que 
ocurren durante la fase tardla S o temprana G2 de la mitosis. Por ello, 
la rephcacion sera mas eficiente en aquellos tejidos de division celular 
rapida (sistema hematopoyetico). La infeccion viral productiva solo 
ocurre en celulas progenitoras de estirpe eritroide, proximas al estado 
de pronormoblasto. La viremia alcanza niveles elevados (10 6 a 10 11 
partlculas por ml); ocurre habitualmente al cabo de una semana de 
infeccion y persiste habitualmente alrededor de 5 dlas (Figura 19.3). 

La eritroblastopenia transitoria es la caracteristica saliente de 
la infeccion por B19 en la medula osea. El examen de esta revela 
hipoplasia de la serie eritroide y detention de la maduracion celu- 
lar, observandose frecuentemente pronormoblastos gigantes con 
inclusiones virales intranucleares. 

La reticulocitopenia ocurre alrededor de 7 a 10 dias desde el 
comienzo de la viremia. La anemia es solo observada en pacien- 
tes con hemolisis, ya que es necesaria una vida media acortada de 
los eritrocitos para poner en evidencia la disminucion en la eri- 
tropoyesis. Esto ocurre por ejemplo, en las anemias hemoliticas 
como la anemia falciforme, etc. 


La infeccion por el B19 puede conducir a una crisis hipopro- 
liferativa en aquellos pacientes que padecen esferocitosis u otras 
afecciones que alteran la viabilidad de los eritrocitos. 

La infeccion por el virus B19 provoca disminucion de los 
linfocitos T CD4 + y CD8 + , seguida por neutropenia y/o plaqueto- 
penia a las 24-48 hrs. La depletion linfocitaria podria impedir 
la regulation de la respuesta humoral frente a la infeccion viral, 
lo cual podria, a su vez, conducir a la fagocitosis y consecuente 
pancitopenia. 

La patogenesis de la neutropenia y de la plaquetopenia no esta 
dilucidada. Sin embargo, se ha comprobado in vitro que el virus 
causa inhibition de la megacariocitopoyesis sin replication viral o 
lisis celular. La recuperation espontanea del nivel de neutrofilos y 
plaquetas puede tardar hasta 14 dias, lo cual incrementa las posibi- 
lidades de infeccion en los pacientes con esferocitosis. 

La proteina VP 1 de la capside contiene los principales epitopes 
para la respuesta B asociada a la induction de anticuerpos neutrali- 
zantes, mientras que VP2 exhibe los principales determinantes para 
promover una respuesta de linfocitos T ayudadores mediada por 
IL- 10 e interferon gama aun al cabo de tiempos prolongados luego 
de la infeccion aguda. La formation de anticuerpos neutralizantes 
IgM e IgG conduce a la finalization de la etapa viremica. 

Una segunda fase de enfermedad se desarrolla al cabo de los 
dias 17-18 post- infeccion con exantema y artralgias pero sin fiebre 
y con normalidad de los indices hematologicos. 

Se postula que el exantema observado en pacientes inmuno- 
competentes se debe al deposito de inmunocomplejos especlficos, 
mientras que dicha eruption cutanea ocurre en inmunosuprimidos 
como resultado de un efecto viral directo, como lo sugiere el ha- 
llazgo de DNA viral en biopsia de piel, en pacientes trasplantados 
que no desarrollan anticuerpos anti-B 19. Se postula que la proteina 
VP2 desempena un rol patogenico en la artropatia, ya que peptidos 
derivados de ella promueven reacciones cruzadas con queratina, 
colageno y cardiolipina celulares. 

5. CUADROS CUNICOS 

El espectro de la infeccion por B19 es multiple: desde infeccio- 
nes asintomaticas, hasta alteraciones leves con cuadros respirato- 
rios indistinguibles de otras infecciones por virus respiratorios, o 
bien cuadros graves, potencialmente fatales en algunos pacientes 
particularmente susceptibles (por ejemplo: portadores de anemias 
hemoliticas). 
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Lo cuadros clinicos de infection por el virus B19 son los si- 
guientes: 

1) Eritema infeccioso (5 ta enfennedad o megaloeritema); 

2) Crisis de anemia aplasica; 

3) Exantemas diversos; 

4) Artropatia similar a la artritis reumatoidea, en algunos casos; 

5) Enfermedad aguda del tracto respiratorio superior; 

6) Cuadros rubeoliformes; 

7) Disfuncion hepatica; 

8) Miocarditis; 

9) Sindrome papular purpurico petequial de manos y pies ( gloves 

and socks syndrome) asociado a lesiones orales y fiebre; 

10) Abortos o alteraciones y/o muerte fetal (hydrops fetalis). 

El eritema infeccioso es contain en ninos entre 4 y 11 anos. 
Luego de un periodo de incubation de 4-14 dias, habitualmente 
comienza en la cara un intenso eritema (signo de la cachetada; 
Figura 19.4A) que evoluciona en 1-4 dias hacia el tronco y extre- 
midades con un aspecto reticular. Ocasionalmente, este exantema 
maculo-papulo-eritematoso es pruriginoso. Se exacerba con el ca- 
lor, pudiendo presentarse en ondas, con una aparente desaparicion 
de los sintomas y luego un rebrote luego de exposition al sol, ba- 
nos calientes o actividad fisica. Existe, simultaneamente un enan- 
tema eritematoso y petequial en paladar blando, pilares anteriores 
y pared posterior de faringe. Las adenopatias pueden ser unicas o 
multiples. 

El eritema infeccioso tambien puede observarse en adultos no 
inmunes. En ellos, el exantema suele ser mas leve y el "signo de la 
cachetada" estar ausente. 

En pacientes sintomaticos con enfennedad aguda se han detec- 
tado elevados niveles de IL-4, IL-6, IL-8, TNFa., IFN-y, MCP-1, 
GM-CSF (granulocyte monocyte-colony stimulating factor), TGF- 
beta 1 y endotelina 1 . Por el contrario, pacientes con artritis aso- 
ciada a B19 exhiben menores niveles de IL-6, TNF-a, y GM-CSF 
que los pacientes sin artritis. Los pacientes con exantema exhiben 
menores niveles de TGF-(31. En conclusion, la variabilidad geneti- 
camente determinada para la production de citoquinas puede estar 
relacionada con la posibilidad de desarrollar determinadas mani- 
festaciones clinicas en la infeccion por B19. 

En adultos es frecuente el compromiso articular (80 % de los 
casos), no asi en ninos (8 %), siendo la enfermedad mas grave en 



Figura 19.4. Manifestaciones clinicas. Los paneles A y B se re- 

producen con autorizacion del New England Journal of Medicine). 
Panel A: Signo de la "cachetada". Observese tambien el caracter 
reticular extendido del exantema. Panel B: Hydrops fetalis debido 
a la infeccion intrauterina por B19 en el segundo trimestre del em- 
barazo. Cortesia del Dr. O. Caul. Fotos publicadas en N Eng J Med 
2004, 350: 586-97. 


el primer caso. Entre las complicaciones frecuentes se observan: 1) 
sinovitis y artritis de rodilla y codo, asi como de las articulaciones 
interfalangicas; 2) anemia hemolitica transitoria; 3) encefalitis. 

Las artritis pueden preceder la aparicion del megaloeritema, 
pueden presentarse simultaneamente a la enfennedad exantematica 
o bien ser la unica manifestation de la infeccion viral. 

Esta poli-artropatla aguda suele durar no mas de dos semanas, 
aunque en algunos casos los sintomas persisten mas de dos meses 
y existen casos descritos en los cuales persistieron cuatro anos. La 
distribution simetrica y las articulaciones afectadas pueden sugerir 
un diagnostico de artritis reumatoidea; inclusive algunos pacientes 
pueden presentar en forma transitoria auto-anticuerpos (factor reu- 
matoideo, anticuerpos anti-DNAy anti-linfocitarios). 

Dado que el erythrovirus B 1 9 puede producir un cuadro poliarti- 
cular, se lo ha responsabilizado de inducir algunos autoanticuerpos. 
Asi, la artropatia debida al B19 puede simular al lupus eritematoso 
sistemico o a la artritis reumatoidea y existen algunas publicaciones 
que sugieren que este virus podria inducir o exacerbar a esas enfer- 
medades. Sin embargo, en un trabajo reciente realizado en nuestro 
pais donde se analizo una poblacion de 47 pacientes con infeccion 
aguda por B19 se detectaron varios autoanticuerpos (anti-nucleares, 
anti-fosfolipidos, anti-DNA de cadena simple y factor reumatoideo) 
pero en tltulos bajos similares a los que pueden observarse en la po- 
blacion sana. En la mitad de esos pacientes se realizo un seguimiento 
que demostro que la frecuencia de los autoanticuerpos inducidos por 
la infeccion aguda tiende a disminuir con el tiempo (Perandones C., 
Tesis de Doctorado, Facultad de Medicina , UBA, 2005). 

Las crisis de anemia aplasica se producen en pacientes con 
anemia hemolitica cronica (esferocitosis, drepanocitosis, talase- 
mia, deficit de piruvato quinasa) o bien anemias hemoliticas ad- 
quiridas, como consecuencia de la corta vida media de los eritro- 
citos (15-20 dias) que, sumada a la reticulocitopenia inducida por 
el virus, se traduce en niveles crfticos de hemoglobinemia. Estos 
pacientes suelen requerir transfusiones de sangre. 

La infeccion de pacientes inmunosuprimidos con el virus B19 
puede conducir a una infeccion persistente. Elio se ha observado en 
pacientes con leucemia linfocftica aguda, en pacientes con sfndro- 
me de Nezelof y en aquellos infectados con el virus FIIV. En inmu- 
nosuprimidos, la enfermedad se caracteriza por anemia persistente 
o bien por anemia que remite y recurre nuevamente. La viremia 
esta presente durante los perlodos de anemia y solo se detecta una 
debil respuesta inmune humoral. 

En anos recientes se ha establecido fehacientemente que el B 1 9 
puede ser un importante agente causal de miocarditis tanto en adul- 
tos como en el producto de la conception, a traves de la infeccion 
de celulas endoteliales de las pequenas arteriolas y venulas, lo cual 
-a su vez- puede asociarse a la disfuncion endotelial, a una alte- 
ration de la microcirculation miocardica y a la extravasation de 
celulas inflamatorias en el miocardio. 

El sindrome papular purpurico petequial de manos y pies (glo- 
ves and socks syndrome) corresponde a una acrodermatosis (de 
allf la denomination en ingles de "sindrome de guantes y medias", 
indicando la afectacion distal de miembros) asociada a lesiones 
orales y fiebre. 

La infection materna durante el curso del embarazo puede ori- 
ginar una infeccion del fruto. La infeccion por B19 puede tener 
mayor impacto que la rubeola en la morbi-mortalidad. El riesgo 
de infeccion vertical a partir de madres infectadas es del 30%. 
Segun el momenta de la infeccion se han observado abortos (ler. 
trimestre), mortinatos (2do. y 3er. trimestre, entre 1 a 10 sema- 
nas de la infeccion materna), fallo miocardico, hepatitis, anemia 
e Hydrops fetalis. La infeccion del hfgado fetal afecta al principal 
organo de eritropoyesis temprana, lo cual asociado a la miocarditis 
viral coadyuva a la genesis del cuadro de fallo congestivo cardfaco 
(Hydrops fetalis; Figura 19.4B). 

El feto se comporta de modo similar a un individuo con anemia 
hemolitica cronica en el hecho de que la sobrevida de los eritroci- 
tos oscila entre 45-70 dias y la masa de eritrocitos fetales aumenta 
34 veces durante el 2do. trimestre. 
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El feto infectado desarrolla una crisis de anemia aplasica, lo 
que resulta en una falla cardiaca. Por ello, desarrolla ascitis, derra- 
me pleural, edema de tejidos blandos y a veces poli-hidramnios. 

Teniendo en cuenta que el virus B 1 9 destruye las celulas que 
se dividen activamente, es preferentemente embrionicida antes que 
teratogenico. Existe un 5-9% de riesgo de perdida del producto de 
la concepcion entre embarazadas, siendo maximo dicho riesgo en 
el segundo trimestre. Hasta 1992 no se hablan demostrado casos de 
neonatos con IgM especlfica para B19, habiendose atribuido ello 
a la creencia generalizada de que toda infection trasplacentaria 
culminaba con la muerte fetal. Sin embargo, posteriormente se ha 
logrado detectar IgM especifica en sangre fetal de infectados que 
nacieron vivos con hydrops fetalis y/o anemia. Aun restan estudios 
prospectivos de mayor duration para dilucidar posibles efectos te- 
ratogenicos tardios. 

6. Diagnostico 

El diagnostico clinico de la infection por B19 es relativamen- 
te facil en el caso de una epidemia de eritema infeccioso. Por el 
contrario, en casos aislados o cuadros inespetificos de enfermedad 
exantematica es diflcil de diferenciar de otras patologlas. 

El tripode habitual del diagnostico (epidemiologico, clinico y de 
laboratorio) conduce hacia la certeza en el diagnostico etiologico. 
Existen habitualmente antecedentes de contacto con personas con 
enfermedad exantematica, especialmente en inviemo y primavera. 

El laboratorio clinico revela reticulocitopenia, normo- o leuco- 
penia con neutropenia y plaquetopenia, discreto aumento de eosi- 
nofilos y proplasmocitos y de la velocidad de eritrosedimentacion. 

El diagnostico de certeza se realiza por metodos directos o in- 
directos de diagnostico virologico. 

6. 1 MlCROSCOPIA ELECTRdNICA 

En las crisis de anemia aplasica pueden detectarse particulas vi- 
rales en suero, medula osea, liquido ascitico y organos. Pueden 
emplearse la inmunoelectro-microscopia (incubation de la mues- 
tra con anticuerpos especlficos), lo que facilita la observation de 
agregados de particulas virales. Estas tecnicas no son utilizadas 
habitualmente en el diagnostico. 

6.2 Aislamiento del B19 

El virus no es cultivable in vitro en las lineas celulares conventio- 
nal. Por ello, el aislamiento no se emplea de rutina. Se ha logrado 
replication in vitro en cultivo primario de medula osea, y en una 
llnea continua (de una paciente con leucemia megaloblastica) en 
ambos casos con el agregado de eritropoyetina. Estos metodos no 
se emplean para diagnostico pero si para la production de reactivos 
diagnosticos, por ejemplo para inmunofluorescencia indirecta. 

6.3 DETECCldN DE ACIDOS NUCLEICOS 

Tanto la viremia como la excretion faucial del virus son de muy 
corta duration, lo que limita el valor de estos metodos. 

La detection de acidos nucleicos puede realizarse mediante 
hibridacion con sondas marcadas o por PCR. La PCR ofrece una 
exquisita sensibilidad para detectar el DNA de B 19 en suero, orina, 
liquido amniotico o pleural, ascitis, leucocitos y tejidos fetales o 
adultos. Los primers disenados reconocen secuencias de genes de 
protelnas no estructurales y de la capside viral. Su aplicacion ha 
permitido el diagnostico prenatal de la infection intrauterina por 
B19. 

La tecnica de doble (nested) PCR es 10.000 veces mas sensible 
que la hibridacion por dot blot. 

Es menester una interpretation cautelosa de los resultados de 
PCR, dado que la exquisita sensibilidad de esta tecnica (espe- 
cialmente la Nested PCR) puede evidential' DNA detectable aun 
tiempo despues de superada la etapa aguda. Durante la infection 


aguda la carga viral puede alcanzar~10 12 equivalentes genomicos 
(copias genomicas) por ml, pudiendo detectarse en individuos 
inmunocompetentes el DNA viral por al menos un mes post-in- 
feccion, y a veces por periodos prolongados (se han observado 
95 equivalentes genomicos / ml a la semana 164 post-infection). 
Han sido reportados casos de persistencia del DNA viral en infec- 
ciones cronicas aun en ausencia de IgM e IgG especificas. Si bien 
la detection del genoma viral por periodos prolongados podria 
ser un obstaculo para la utilization de la PCR cualitativa como 
metodo para distinguir una infection aguda de otra pasada, la uti- 
lization de la PCR cuantitativa en tiempo real ha superado esta 
dificultad. Mas aun, esta tecnologla esta siendo empleada para el 
tamizaje de mini -pools de plasma y de derivados de sangre con 
el objeto de aumentar la seguridad de su uso. La detection del 
genoma del B19 puede ser la unica herramienta diagnostica en la 
infection cronica, ya que la production de anticuerpos puede ser 
indetectable o estar ausente en inmunodeprimidos. 

6.4 Serologi'a 

El diagnostico indirecto se basa en la detection de IgM especlfica 
o en la demostracion de seroconversion para IgG en dos muestras 
pareadas. En la mayorfa de los casos, la IgM es detectable durante 
el exantema (hacia al final del periodo viremico, dlas 7-12 post- 
infection) o la artritis y puede persistir por 2 a 3 meses. 

Para la detection de IgM especifica se utilizan ELISAs de cap- 
ture o IFI. Como fuente de antlgeno viral se emplea para los ELI- 
SAs suero proveniente de pacientes con crisis de anemia aplasica 
(que poseen gran cantidad de particulas virales y no de anticueipos 
anti-B19) 6 bien antlgeno recombinante, habitualmente VP2; para 
la IFI se emplean como sustrato cultivos celulares infectados. Los 
anticuerpos IgG anti-VP2 persisten en el tiempo, aunque los desarro- 
llados contra VP1 pueden desaparecer. Se ha observado que la IgM 
anti-NSl puede ser utilizada tambien como marcador de infection 
reciente. 

El seguimiento de una probable infection viral por B19 en el 
feto se realiza por determination de alfa fetoproteinas y monitoreo 
ecografico. Ante una imagen de aumento del liquido amniotico u 
observation de hidropesia fetal se impone la realization de estu- 
dios serologicos para B19 a la madre. 

7. Epidemiologia 

La infection por erythrovirus B19 sigue un patron estacional en el 
hemisferio norte, siendo mayor la incidencia en primavera, fines de 
invierno y comienzo del verano. En los lugares de clima templado 
el B19 es endemico todo el ano. El virus tiene un comportamiento 
ciclico, presentandose brotes cada cuatro o cinco anos. La mayoria 
de las infecciones se transmiten por via respiratoria, y debido a la 
intensa viremia tambien es transmisible por via hematica o por sus 
productos. 

La infection es comun en la infancia y los anticuerpos anti- 
619 son habitualmente adquiridos entre los 5 y 10 anos de edad. 
Aproximadamente el 60 % de la poblacion adulta tiene anticuerpos 
contra el virus B19. Se han demostrado reinfecciones por este vi- 
rus. 

Al presente, no se dispone de datos epidemiologicos publica- 
dos sobre infection por B19 en Argentina, si bien se ha detectado 
su presencia en diversas poblaciones. 

8. Tratamiento y profilaxis 

No existen terapias antivirales especificas ni se dispone de vacunas 
para humanos. 

La eficacia de una vacuna recombinante conteniendo las pro- 
teinas de la capside VP1 y VP2 (MEDI-491; Medlmmune) ha 
superado la fase 1 de evaluation clinica, habiendose demostrado 
que puede inducir la formation de anticuerpos neutralizantes que 
persisten por periodos prolongados en voluntarios adultos. Esta va- 
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cuna a capsides vacias -tambien denominada a VLPs [viral like 
particles ] ha encontrado hasta el momenta una falta de interes co- 
mercial de la industria, lo que demora el avance de este desarrollo 
promisorio. 

En la enfemiedad exantematica el tratamiento es sintomatico 
(anti-pmriginosos, anti-inflamatorios en los casos de artritis, trans- 
fusiones en las crisis graves de anemia aplasica). 

En pacientes inmunosuprimidos con infection persistente por 
B19 la anemia responde por tiempos variables a la terapia con IgG 
humana conteniendo anticuerpos anti-B19. 

En la infeccion fetal con anemia grave se utiliza, en centres 
especializados, la transfusion del feto in utero. 

Dado que el erythroviras B 1 9 es ubicuo, es dificil prevenir la ex- 
position. Ademas, los contactos en la comunidad suelen ser asinto- 


maticos. Se recomienda evitar el contacto con individuos potencial- 
mente viremicos a aquellos pacientes con riesgo de complicaciones 
(anemias hemollticas, embarazo, inmunodeprimidos, etc.). 

Dado que se han observado brotes de infeccion con B19 en 
personal de salud, se recomienda el aislamiento de pacientes con 
5 ta enfermedad. 

Adendum 

Mientras este libro se encontraba en prensa, se descubrieron 2 nue- 
vos bocavirus (bocavirus humano 2 y bocavirus humano 3), habien- 
dose detectado el primero en heces de pacientes con enfermedad 
gastrointestinal. Asimismo, se descubrio un genotipo relacionado al 
parvovirus 4 (genotipo 2, tambien denominado parvovirus 5). 
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Enterovirus 

Maria Cecilia Freire 


1. Caracteri'sticas generales 

Los enterovirus (EVs) humanos constituyen un genero de la familia 
Picornaviridae. El nombre de esta familia se refiere al pequeno 
tamano de los virus que la conforman (del latin: pico, pequeno) y 
al RNA en su genoma. Son virus desnudos cuyo RNA esta formado 
por una cadena unica de RNA de polaridad positiva (+). Los miem- 
bros de esta familia son importantes patogenos tanto para el ser 
humano como para los animales. Dicha familia incluye varios gene- 
ros, 4 de los cuales infectan habitualmente al hombre: Enterovirus, 
Parechovirus, Hepatovirus y Kobuvirus. Ademas, existen otros dos 
generos que incluyen virus que infectan a animales, algunos de cu- 
yos miembros (raramente) pueden infectar al ser humano: Aphtho- 
virus (virus de la fiebre aftosa); y Cardiovirus (incluye al virus de la 
encefalomiocarditis, a los mengovirus y los virus de la encefalomie- 
litis murina de Theiler). Se han documentado infecciones humanas 
por los virus de la fiebre aftosa y por el de la encefalomiocarditis. 

El genero Enterovirus se clasifica en 12 especies: a) entero- 
virus A (EV-A) que incluye 24 serotipos; b) enterovirus B (EV- 
B), que comprende 61 serotipos; c) enterovirus C (EV-C), con 
23 serotipos, entre los cuales se encuentran los 3 poliovirus; d) 
enterovirus D (EV-D), con 5 serotipos; e) enterovirus E (EV-E), 
con 4 serotipos; f) enterovirus F (EV-F), con 6 serotipos; g) ente- 
rovirus G (EV-G), con 7 serotipos; h) enterovirus FI (EV-H) que 
incluye 1 unico serotipo; i) enterovirus J (EV-J), con 6 serotipos; 
j) rinovirus A, con 77 serotipos; k) rinovirus B, con 30 serotipos 
y 1) rinovirus C, con 51 serotipos (Tabla 20.1). 

Dentro de la Flia. Picornaviridae se incluyen -entre otros- 
los generos Hepatovirus, con un unico serotipo -el virus hepati- 
tis A- y Parechovirus que comprende 16 tipos; ambos generos 
son importantes en salud humana debido a las patologras que 
producen. 


Los rinovirus se clasificaban anteriormente como genero; en la 
actualidad se ubican como especie dentro del genero Enterovirus. 
Incluyen mas de 110 serotipos y son agentes frecuentes del resfrio 
comun y tambien de infecciones respiratorias del tracto inferior 
(Vease el Capitulo 58). 

2. Estructura 

Los enterovirus son desnudos, con capside de simetria icosaedrica 
y rniden entre 20 y 30 nm de diametro. La ausencia de envol- 
tura los hace relativamente resistentes a muchos desinfectantes 
comunes (etanol al 70%, isopropanol, y compuestos de amonio 
cuaternario). Son tambien resistentes a solventes lipidicos como 
el cloroformo y el eter. Son estables frente a varios detergentes y a 
la temperature ambiente. Son inactivados por formaldehldo, gluta- 
raldehldo e hipoclorito de sodio. El grado de inactivacion depende 
de la concentracion, del pH, de los materiales organicos externos 
y el tiempo de contacto. Ademas, son resistentes al bajo pH, lo 
que les permite atravesar la barrera acida del estomago. Su geno- 
ma esta formado por una sola molecula de RNA de cadena unica 
y polaridad (+), con aproximadamente 7 500 nucleotidos. En la 
region 5’ se encuentran 750 nucleotidos que constituyen la region 
5’ no codificante (NC). Las mutaciones puntuales en esta region 
afectan la virulencia. A continuacion de la region 5’NC poseen 
un marco de lecture abierto que codifica para una poliproteina de 
2 100 aminoacidos, la cual es clivada para dar cuatro proteinas 
estructurales, VP4, VP1, VP2 y VP3 (que forman la capside) y 
siete proteinas no estructurales. Las proteinas 2Ay 3A son pro- 
teinasas, mientras la 3D es la RNA polimerasa-RNA dependiente. 
Por ultimo, poseen una region 3’ de 70 a 100 nucleotidos que es 
otra region no codificante, seguida por una cola de poli-(A) con 
una longitud media de 75 nucleotidos (Figure 20.1). 


Genero 

Especie 

Serotipo 


EV-A 

24 serotipos: 11 CoxsackieA, EV-A71, EV-A76, EV-A89, EV-A90, EV-A91, EVA92, EV- 
A114, EV-A119, EV-A120 y 3 enterovirus simianos yl enterovirus de mandril 


EV-B 

61 serotipos: 6 Coxsackie (B1-B6), incluye al enterovirus de la enfermedad 
vesicular porcina y echovirus 1 (incluye E-8), E2-9 (incluye al CA-23), El 1-21, E20-21, 
E24-27, E29-33, EV-B69, EV-B73-75, EV-B77-88, EV-B93, EV-B97-98, EV-B97-98, 
EV-B100-101, EV-B106-107, EV-B110 (de chimpance), EV-Bllly enterovirus simiano 
SA5 


EV-C 

23 serotipos: poliovirus 1, 2 y 3, CVA11, 13, 17, CVA19-22, CAV24, EV-C95-96, EV- 
C99, EV-C102, EV-C104, EV-C105, EV-C109, EV-C113, EV-C116-118 


EV-D 

5 serotipos: EV-D68, EV-D70, EV-D94, EV-D111, EV-D120 (de gorilas) 

Enterovirus 

EV-E 

4 serotipos: EV-E1-4 


EV-F 

6 serotipos: EV-F1-6 


EV-G 

7 serotipos: EV-G1-7 


EV-H 

1 serotipo: EV-H1 


EV-J 

6 serotipos simianos: SV6, EV-J103, EV-J108, EV-J112, EV-J115, EV-J121 


Rinovirus A 

77 serotipos 


Rinovirus B 

30 serotipos 


Rinovirus C 

51 serotipos 


Tabla 20.1. Genero Enterovirus (Flia. Picornaviridae). Texto adaptado de la clasificacion del Comite Internacional de Taxonomla Viral (2012). 
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De manera analoga a lo observado con otros virus RNA, los en- 
terovirus exhiben un grado alto de variabilidad genomica, que no es 
homogenea y vana de acuerdo con la region observada. Las regiones 
NC son las mas conservadas. Por ejemplo, las tres cepas de vacuna 
anti-poliomielitica tipo Sabin tienen 85% de identidad de nucleotidos 
en la region 5 ’NC y aproximadamente 90% de identidad en la 3’NC. 
En las regiones codificantes, las proteinas no estructurales muestran 
considerablemente menos variation que las proteinas estructurales. 
En general, la similitud de aminoacidos en proteinas no estructurales 
es alta, normalmente mas del 90% dentro de un grupo. Por ultimo, la 
variation nucleotidica observada en las regiones que codifican para 
proteinas estructurales es la mas alta, observandose en la region que 
codifica para VP 1 hasta un 25% de divergencia de nucleotidos y solo 
un 17% en aminoacidos. La comparacion de las secuencias nucleo- 
tldicas y la reconstruction filogenetica demuestran que la region de 
VP 1 contiene la information especifica de serotipo y puede ser usada 
para la identification de los enterovirus. 

3. Patogenia 

Los virus polio son los mas estudiados y sirven como modelo para 
entender el proceso patogenico de los enterovirus. Son ubicuos; el 
hombre es el unico reservorio conocido. Su diseminacion ocurre de 
persona a persona a traves de la via fecal-oral y -posiblemente- de la 
via oral-oral (via respiratoria). La transmision a traves del agua puede 
presentarse como una extension de la via fecal-oral en la cual el vec- 
tor es el agua en lugar de las manos o los fomites. De todas maneras, 
los enterovirus pueden ingresar al organismo por otras vias y esto 
se relaciona con el serotipo; por ejemplo, el enterovirus 70 (agente 
etiologico de la conjuntivitis hemorragica aguda) se disemina direc- 
tamente desde secreciones oculares o respiratorias, o indirectamente 
a traves de materiales contaminados (toallas, sabanas etc.). Otra via 
posible de infection, si bien menos frecuente, es a traves de alimen- 
tos lavados con aguas contaminadas con enterovirus. Finalmente, la 
infection puede ocurrir tambien por el contacto con sangre infectada, 
en especial en el momento del parto (infection connatal) y a traves de 
la placenta (infection congenita). Una muy pequena dosis infectiva es 
suficiente para establecer la infection luego del ingreso por via oral. 

Una vez ingresados al organismo estos virus hacen una primera 
replication en las amlgdalas; la resistencia al bajo pH les permite 
atravesar la barrera acida estomacal, replicar en las placas de Peyer 
del intestino delgado y eliminarse por materia fecal. Posteriormen- 
te, multiplican en los ganglios linfaticos cervicales y mesentericos 
profundos produciendo la viremia menor, con posterior invasion del 
sistema retlculo endotelial que incluye ganglios linfaticos, higado, 


bazo y medula osea. Luego ocurre la viremia mayor durante la que 
se produce la invasion del SNC (Figura 20.2). 

La elimination por materia fecal (virucopria) es intermitente y 
prolongada, pudiendo eliminarse hasta 6 semanas, luego de ocurrida 
la infection. Tanto la cantidad de virus eliminada como su duration 
se ven influidas por la inmunidad del paciente, ya sea por la infection 
natural o como efecto de la vacunacion anti-poliomielitica. La elimi- 
nation de un serotipo esta condicionada ademas por la infection si- 
multanea con otro serotipo de enterovirus, ya que compiten en la luz 
intestinal por los mismos loci de replication. Si bien el virus puede 
ser recuperado de hisopados faringeos o secreciones respiratorias en 
el periodo agudo de la enfermedad, la duration de la elimination por 
esta via es mucho mas fugaz que a traves de la materia fecal. En mu- 
chas circunstancias la infection es controlada por el sistema inmune 
del paciente y, como consecuencia, no se produce la viremia mayor y 
el individuo cursa una infection asintomatica. En el caso de los virus 
polio, la viremia menor ocurre en la mayorfa de los infectados y el 
virus se disemina al sistema reticulo-endotelial sin manifestaciones 
clinicas. En aproximadamente el 4 al 8% de los infectados ocurre 
una segunda viremia o viremia mayor produciendo smtomas de en- 
fermedad menor. Una portion de aquellos que desarrollan la viremia 
mayor padecen smtomas neurologicos. Estos son una complication 
infrecuente de la infection por virus polio y afectan al 1% de los 
individuos infectados. Como consecuencia de la replication del vi- 
rus polio en las neuronas se produce la destruction de las mismas, 
con la consecuente perdida de la funcion de los musculos inervados 
por ellas (polio paralitica). Si las neuronas afectadas se ubican en 
la medula espinal la enfermedad resultante sera la poliomielitis con 
paralisis de miembros; si se afecta el encefalo, el cuadro resultante 
sera el de la polioencefalitis. La infection de neuronas bulbares puede 
producir la muerte por paralisis del centro respiratorio. La enferme- 
dad es consecuencia de la inhibition traduccional promovida por la 
infection celular por virus polio y la consiguiente destruction de neu- sSp 
ronas motoras del SNC, lo que se manifiesta como paralisis. Teniendo | | 

en cuenta que existen 3 serotipos de poliovirus, la infection con uno 
de ellos no confiere protection contra los otros dos. 

La forma en que estos virus alcanzan el SNC se explica median- 
te dos hipotesis; la primera establece que el virus puede acceder al 
SNC atravesando la barrera hematoencefalica, independientemente 
de su receptor, siendo esta la via mas comun durante la viremia. La 
segunda, sostiene que los virus podrfan infectar al SNC a traves de 
la via axonal retrograda, transportandose por los axones desde los 
musculos hasta la medula espinal y el cerebro. En la region 5’NC, 
se encuentra el sitio de entrada interna al ribosoma (acronimo en 
ingles: IRES) que afecta la eficiencia de la initiation de la traduc- 
tion, lo que puede influir en el tropismo y la virulencia. 
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Figura 20.1. Esquema del genoma viral. Adaptado de: Fields, Virology by Lippincott: Williams & Wilkins (2001). 
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Intestino: 



Figura 20.2. Patogenesis de la infeccion enteroviral. Adaptado de: 
Fields, Virology, Lippincott: Williams & Wilkins (2001). 


La respuesta inmune en la infeccion por enterovirus, resulta de 
la produccion de anticuerpos IgM e IgG especificos. La IgM persiste 
por menos de 6 meses, mientras que la IgG e IgA secretoria persisten 
por anos. La produccion de IgA es estimulada por la replication viral 
en las mucosas farfngea e intestinal. La infeccion enteroviral produce 
una respuesta inmune humoral, tipo-especifica, de larga duracion. 
Los anticuerpos neutralizantes protegen contra la enfermedad, 
pero no contra la infeccion. La protection conferida por la IgA 
secretoria, limita la diseminacion sistemica, as! como la cantidad y 
duracion de la eliminacion viral desde las mucosas. Se ha demostrado 
la respuesta heterotlpica frente a la infeccion, lo que ocurrirfa como 
respuesta a un grupo comun de epitopes, produciendose reacciones 
cruzadas durante el transcurso de los anos. Esta reaccion cruzada 
para IgG ocurre solo con epitopes de la proteina de capside VP1. La 
reaccion cruzada para IgM ocurre con epitopes de VP1, VP2 y VP3. 

Los enterovirus generalmente causan infecciones agudas; sin 
embargo, pueden ocurrir infecciones persistentes en pacientes con 
inmunodeficiencias humorales (hipogammaglobulinemia ligada al 
X) debido al fallo de la eliminacion viral por carecer de anticuerpos 
que neutralicen al virus. Estos pacientes pueden desarrollar me- 
ningitis o encefalitis cronicas, o enfermedades degenerativas con 
evidencia de inflamacion cronica de la medula espinal y el cerebro. 
En contraste con los estudios realizados sobre la inmunidad humo- 
ral para enterovirus, se ha prestado poca atencion al posible rol de 


la inmunidad celular. Estudios realizados en humanos y en ratones 
mostraron la localization de los epitopes para las celulas T en las 
4 proteinas de la capside viral (VP1-VP4). El rol de la respuesta 
de los linfocitos T citotoxicos ha sido definido parcialmente con 
respecto a la eliminacion y la diseminacion viral y al desarrollo de 
la enfermedad. 

Los mecanismos involucrados en la genesis de la miocarditis 
aguda y de la miocardiopatfa dilatada adquirida asociadas al CBV 
merecen una mention especial. Diversos estudios experimentales 
apoyan la hipotesis de que en las miocarditis agudas se producen 
eventos de dano mediados tanto por linfocitos T y6 como por los 
CD8 + citotoxicos. La miocardiopatia dilatada adquirida es promo- 
vida por la actividad de una proteinasa (2A) del CBV, que promue- 
ve el clivaje de la distrofina. Esta proteina del citoesqueleto esta 
involucrada en el normal funcionamiento del aparato contractil del 
miocardiocito. 

4. CUADROS CUNICOS 

La cllnica de la infeccion por enterovirus es heterogenea, y puede 
producir desde infecciones asintomaticas hasta cuadros paraliticos 
graves, ademas de meningitis, encefalitis, exantemas, enfermedades 
cardiacas, conjuntivitis, enfermedad mano-pie-boca, smdromes fe- 
briles inespecificos, pleurodinia, diabetes, infecciones respiratorias 
y herpangina, entre otros (Tab la 20.2). 

Sin embargo, la gran mayorfa de las infecciones por estos 
virus son asintomaticas. Todos los serotipos de enterovirus son 
capaces de producir variados cuadros cllnicos, pero algunos de 
ellos se relacionan a enfermedades especificas, por ejemplo: la 
conjuntivitis hemorragica aguda es causada por una variante del 
virus Coxsackie A 24 6 por el EV 70. Los serotipos aislados oca- 
sionalmente de diabetes son usualmente virus Coxsackie B. La 
enfermedad paralitica aguda es producida en general por los 3 
serotipos de virus polio y por el EV 7 1 . 

4.1 POLIOMIELITIS 

En modo analogo a los EnP, la mayoria de las infecciones por vi- 
rus polio son asintomaticas. Cuando ocurre la infeccion sintomati- 
ca se puede presentar como poliomielitis abortiva (la mas comun), 
que es una enfermedad febril leve con sintomas gastrointestinales 
que ocurre en el 4-8% de los infectados. Con menos frecuencia 
puede cursar como una meninigitis aseptica, que no se diferencia 
de las producidas por otros enterovirus. Solo una en 200 infeccio- 
nes por virus polio resulta en un cuadro de poliomielitis, que es 
una enfermedad paralitica grave con compromiso del bulbo o del 
asta anterior de la medula espinal que resulta en la destruction de 
la sustancia gris dejando secuelas permanentes. 

4.2 SlNDROME POST-POLIO 

Este cuadro ocurre muchos anos despues de padecida la poliomie- 
litis. Se caracteriza por dolor, debilidad, fatiga y dolor muscular. 
Posiblemente este producido por la persistencia del virus polio en 
el SNC; sin embargo aun no hay datos convincentes que puedan 
demostrarlo de modo fehaciente. 

4.3 Meningitis y encefalitis 

La meningitis es la enfermedad neurologica mas frecuente; se debe 
a la inflamacion de las meninges y se caracteriza por fiebre, cefalea, 
fotofobia, rigidez de nuca y vomitos. Las meningitis se clasifican 
segun las caracterlsticas del LCR en purulentas o mal denominadas 
asepticas (a liquido claro) siendo los enterovirus los principales 
agentes etiologicos de estas (85 a 95% de los casos), tanto en ninos 
como en adultos. Los serotipos que con mayor frecuencia produ- 
cen meningitis son los Coxsackie B5 y los echovirus 4,6,9, 1 1 y 
30. En algunas circunstancias la meningitis puede asociarse a otros 
sintomas como exantema, y esto se relaciona a algunos serotipos 
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espetificos como Coxsackie A5, A9, y A16, y echovirus 4, 6, 9, y 
16. Las meningitis por enterovirus son leves y autolimitadas. La 
encefalitis es la enfermedad producida por la inflamacion del pa- 
renquima cerebral y se caracteriza por la alteration del estado de 
conciencia con signos focales y convulsiones. Las encefalitis por 
enterovirus suelen ser generalizadas aunque en algunas ocasiones 
son focalizadas remedando una encefalitis herpetica. Algunos sero- 
tipos como los de poliovirus, echoviruses 6, 9 y coxsackievirus A2 
y A9 se asocian a ataxia cerebelar aguda. 

4.4 Enfermedad cardiac a 

La miocarditis es la inflamacion del miocardio; es generalmente 
autolimitada curando con pocas o ninguna secuela. En algunos ca- 
sos, la inflamacion del miocardio puede persistir produciendo mio- 
carditis cronica, que puede progresar a la cardiomiopatfa dilatada. 
Los pacientes que padecen esta dolencia posiblemente requieran de 
trasplante cardiaco. Los EnP (1,5% de las infecciones enterovira- 
les) son los que con mas frecuencia producen enfermedad cardfaca 
y en especial los coxsackievirus B (3,2% de las infecciones). La 
miocarditis aguda es mas comun en adultos jovenes, en especial 
entre los 20 y los 39 anos, y mas frecuente en hombres que en 
mujeres. En contraste con lo que ocurre con la miocarditis aguda, 
no hay information sobre el aislamiento de enterovirus de casos 
de cardiomiopatfa cronica dilatada, sugiriendo que el virus puede 
tener una expresion restringida o que luego de la infeccion aguda es 
eliminado. Los EnP son causantes tambien de pericarditis. 

4.5 Enfermedad muscular y pleurodinia 

Lapleurodinia (o enfermedad de Bornholm) es una enfennedad agu- 
da febril con mialgia, que compromete de modo especial los muscu- 
los del torax y el abdomen. Los agentes etiologicos asociados con 
mayor frecuencia son los CB V. La inflamacion muscular puede ser de 
curso agudo o cronico y se caracteriza por fiebre, mialgias, elevation 
de enzimas musculares y en algunas circunstancias mioglobinuria. 

4.6 Diabetes 

Factores geneticos y del medio ambiente, incluida la infeccion por 
enterovirus han sido implicados en la patogenia de la diabetes me- 
llitus insulino-dependiente. En el perfodo pre-diabetico se detecto la 
presencia de anticuerpos contra diferentes serotipos de enterovirus 
incluyendo a los CAV9, CBV1, B2, B3 y B5. Se aislo Coxsackie 
B4 de muestras de pancreas de pacientes con comienzo agudo de su 
diabetes y de casos fatales de diabetes mellitus insulino-dependien- 
te. Algunos de dichos aislamientos fueron diabetogenicos en ciertas 
cepas de raton y de primates no humanos. Sin embargo, no se ha 
dilucidado aun el mecanismo por el que los enterovirus son capaces 
de causar diabetes mellitus tanto en animales como en humanos. 

4.7 Infecciones oculares 

La conjuntivitis hemorragica aguda se caracteriza por un periodo 
corto de incubation (24 a 48 horas) que precede a un rapido co- 


mienzo de los sintomas con compromiso de uno o ambos ojos. La 
principal manifestacion es el lagrimeo profuso, el dolor, la infla- 
macion periorbital y el enrojecimiento de la conjuntiva. Se puede 
acompanar de sintomas extraoculares como alteraciones neurolo- 
gicas y problemas respiratorios y gastrointestinales. Pueden ocu- 
rrir casos esporadicos o grandes brotes epidemicos. Los serotipos 
implicados son el E70 y el CAV24. 

4.8 Infecciones respiratorias, herpangina, 

ENFERMEDAD MANO-PIE-BOCA 

Son agentes causales frecuentes de infecciones del tracto respirato- 
rio alto. Los virus asociados mas a menudo son los CAV, los CVB, 
y los echovirus. 

Herpangina. Es una enfermedad febril que cursa con odinofagia 
(dolor a la deglucion), asociada a lesiones vesiculares caracterfsti- 
cas en las amfgdalas, paladar blando, uvula y faringe posterior. Los 
serotipos que la producen son los que comprenden los CAV y CVB, 
y los echovirus 6, 9, 11, 16, 17, 22, y 25 y EV 71. 

Enfermedad mano-pie-boca. Se manifiesta por lesiones vesicula- 
res en las manos, pies y boca. Sus principales agentes causales son 
el CAV 10, A16 y EV 71. 

4.9 Enfermedad neonatal 

La infeccion materna (en etapas tempranas de la gestation) se ha 
asociado con el aumento del riesgo de aborto, y con fetos muertos 
o prematures. Los EnP son una causa relevante de infeccion en neo- 
natos y ninos. Los serotipos que con mayor frecuencia se asocian 
a este tipo de infecciones en menores de 2 meses de edad incluyen 
echovirus 4, 9, 11, 17-20, 22, y 31, y los comprendidos entre los JsSSs 
CBV y CAV. La presentation mas habitual en neonatos infectados |30 
con EnP es la infeccion asintomatica. La clrnica puede variar desde 
un cuadro febril autolimitado, hasta una sepsis grave generalizada, 
frecuentemente mortal. 

5. Diagnostico 

La confirmation etiologica de una infeccion por enterovirus es, en 
muchos casos, compleja. Elio se debe, en parte, al comportamiento 
biologico de estos virus, a su epidemiologia y a la limitation de los 
metodos diagnosticos. Si bien se puede demostrar que una persona 
ha sido infectada con un enterovirus, no siempre se puede concluir 
que ese virus sea el agente causal de la enfermedad actual. Sin em- 
bargo, en muchas circunstancias y en cierto contexto epidemiologico 
y clinico se puede realizar un diagnostico etiologico presuntivo. Esta 
dificultad radica basicamente en que los sitios de replication de los 
enterovirus son la faringe y el tracto gastrointestinal; esas infeccio- 
nes son a menudo asintomaticas con poca o ninguna manifestacion 
clrnica. Por lo tanto, la presencia de enterovirus en determinado tipo 
de muestras no implica un diagnostico de certeza, siendo en mu- 
chas oportunidades un hallazgo casual. Ademas, como los sintomas 
producidos por estos virus son con frecuencia muy poco especifi- 
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Tabla 20.2. Cuadros clinicos mas frecuentes asociados a enterovirus. Adaptado de: Fields, Virology by Lippincott: Williams & Wilkins (2001 ). 
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cos, el diagnostico inicial de enterovirus queda relegado hasta que 
se excluyen otras etiologias; por lo expuesto, las muestras enviadas 
al laboratorio son inadecuadas ya sea por su incorrecta conservacion 
o por el tienipo transcurrido hasta obtenerlas. La toma de muestras 
cllnicas para el aislamiento viral u otras tecnicas para la confirmation 
de enterovirus es crftica. 

5 . 1 Toma de la muestra 

Teniendo en cuenta las limitaciones mencionadas, la realization de 
un diagnostico adecuado depende fundamentalmente de la muestra 
adecuada que es aquella tomada en tiempo y forma, con respecto al 
inicio de los smtomas, conservada en frfo hasta el envfo al labora- 
torio y enviada refrigerada y con la informacion clrnica epidemio- 
logica necesaria. La conservacion de la muestra clrnica a estudiar 
debe hacerse a 4°C, evitando el congelamiento y, por ende, el subsi- 
guiente proceso de descongelacion que altera la viabilidad viral. Las 
muestras adecuadas se relacionan con el cuadro clinico, por ejem- 
plo: en los casos de patologfas neurologicas la muestra de election 
es el LCR; en las conjuntivitis, los hisopados conjuntivales (HC); 
en las enfermedades respiratorias, los aspirados nasofarlngeos, o los 
hisopados faringeos (HF); en las pericarditis con derrame (y siem- 
pre que el volumen del mismo lo permita), el liquido pericardico; 
en los cuadros exantematicos con lesiones vesiculares, el hisopado 
vesicular, etc. Como axioma general "cuando la infeccion es locali- 
zada y afecta piel (no en las lesiones maculo-papulares) o mucosas, 
es suficiente obtener la muestra de la superficie lesionada". Si la 
infeccion es sistemica es conveniente obtener muestras multiples 
(HF, materia fecal -MF- y LCR). La excrecion por materia fecal 
(virucopria) siempre es mas prolongada (hasta 30 dias) y exhibe 
mayor carga viral que la excrecion faringea (7 dias). De todas ma- 
neras, para lograr una mejor aproximacion diagnostica, todas las 
muestras se deben recolectar y enviar al laboratorio dentro de la 
primera semana de enfermedad. 

5.2 Metodos directos 

Hasta el momento, el aislamiento viral es considerado el metodo 
de referenda para la identificacion de enterovirus. Sin embargo, 
estos metodos requieren personal altamente entrenado, tiempo y 
una infraestructura especial. En algunas circunstancias, cuando la 
carga viral de la muestra es alta, se puede obtener el resultado en 2 
a 3 dias, pero en general este tiempo se extiende a 14 dias o mas. El 
procedimiento para el aislamiento viral comprende la inoculacion 
de la muestra en celulas permisivas. Ninguna linea celular permite 
el crecimiento de todos los serotipos de enterovirus conocidos. Por 
consiguiente, para asegurar una maxima eficacia de aislamiento, en 
general se utilizan combinaciones de llneas celulares de origen hu- 
mano y de mono. Por otra parte, los serotipos de CAV son dificiles 
de aislar en cultivos celulares. Estos virus pueden propagarse en 
ratones recien nacidos. Antes de su inoculacion, las muestras deben 
ser tratadas con antibioticos y antimicoticos, y centrifugadas a alta 
velocidad, para evitar contaminaciones. Para el aislamiento especi- 
fico de virus de polio, y dentro del contexto del Programa Mundial 
de Eradication, se utiliza la linea celular L20B de origen murino, 
que tiene transfectado el receptor especifico para virus polio. Luego 
del aislamiento, la identidad del serotipo puede ser determinada por 
neutralizacion de la infectividad con antisueros serotipo-especifi- 
cos. En el caso de polio la identificacion del virus se realiza me- 
diante neutralizacion, enfrentando al aislamiento a mezclas de los 3 
antisueros especificos. La tipificacion individual por neutralizacion 
con antisueros de referencia para los 80 serotipos existentes es muy 
poco practica. Para superar este problema, se produjeron antisueros 
de caballo que contienen combinaciones diferentes de antisueros in- 
dividuates para enterovirus. Estos antisueros son distribuidos por la 
Organization Mundial de la Salud y no estan al alcance de todos los 
laboratories. Los aislamientos de enterovirus se incuban con cada 
mezcla de antisueros y luego se reinoculan en celulas susceptibles. 
Despues de la incubation durante varios dias, se registra el patron 


de neutralizacion. De este puede inferirse el serotipo de enterovirus, 
ya que las mezclas estan disenadas para que los patrones de la neu- 
tralizacion sean distintos para cada serotipo individual. Finalmente, 
el tipo de enterovirus sospechoso puede ser confirmado por neutra- 
lizacion con el antisuero especifico. Otra forma de identificacion es 
mediante el uso del sistema de Lim Benyesh Melnick (LBM), que 
consiste en ocho mezclas designadas A-H, que contienen antisueros 
para identificar 42 serotipos de enterovirus. Existe ademas un panel 
adicional (J-P) que permite identificar 19 serotipos de CAV. El uso 
de estos antisueros constituye la base de un metodo que exhibe 
varios inconvenientes, tales como la significativa laboriosidad y 
el elevado costo, as! como la eventual deteccion de enterovirus no 
tipificables que puede ocurrir como consecuencia de la presencia 
de una mezcla de enterovirus en la muestra clrnica. En los tropicos, 
mas del 50% de las muestras de materia fecal de los ninos pueden 
contener enterovirus y la frecuencia de infecciones mixtas es ele- 
vada. No todos los serotipos de enterovirus pueden identificarse 
con los sueros de LBM (CAV 3, 11, 15, 17, y 24 y los EV 68 a 
7 1 ). El aislamiento puede corresponder a una cepa prime. Estas son 
variantes del serotipo antigenico reconocido, con la particularidad 
de ser poco o nada neutralizadas por el antisuero especifico para el 
prototipo homologo. 

5.2.1 Tecnicas moleculares 

El desarrollo de tecnicas moleculares ha producido un cambio 
muy importante en el diagnostico de estas infecciones. Por su ra- 
pidez y sensibilidad muchos de estas tecnicas estan reemplazando 
a los procedimiento s clasicos de deteccion y tipificacion. Dc esta 
manera, se han desarrollado tecnicas de reaction en cadena de la 
polimerasa acopladas a transcription inversa (RT-PCR y PCR en 
tiempo real), que permiten detectar el genoma viral en cultivos 
celulares, en muestras cllnicas, en biopsias o aun en necropsias. 
Existen ademas tecnicas de hibridacion mediante el uso de sondas, 
que permiten detectar genoma viral y caracterizar virus, pero cuya 
sensibilidad es menor a la de la RT-PCR. 

De todas las tecnicas moleculares, la mas usada es la RT-PCR, 
para el diagnostico directo en muestras cllnicas. Se trata de una 
RT-PCR generica que detecta todos los serotipos de enterovirus; 
esta caracteristica se debe a que los iniciadores (cebadores) de la 
amplification estan disenados para amplificar la region 5’NC, que 
es la mas conservada del genoma. Muchas de estas tecnicas estan 
disenadas en formato anidado ( nested ) que aumenta la sensibilidad. 
La mayor ventaja de este tipo de RT-PCR es que permite la detec- 
cion rapida de enterovirus, aunque su concentration en la muestra 
clrnica sea muy baja (LCR) y, ademas, pennite diagnosticar entero- 
virus dificiles de aislar. La hibridacion con sondas fue ampliamente 
reemplazada por la RT-PCR. Las sondas se desarrollaron inicial- 
mente para realizar la diferenciacion intratlpica de los aislamientos 
de virus de polio (diferenciar entre cepas salvajes o vacunales) y 
para la hibridacion in situ en tejido miocardico, en especial para el 
estudio de CBV. 

La mejor y mas precisa informacion para la identificacion de un 
virus se obtiene de la secuenciacion genomica, ya que en ella se en- 
cuentran codificados los determinantes de las propiedades biologicas 
del virus. En la actualidad los metodos de secuenciacion permiten 
determinar el serotipo de un aislamiento, su origen y su evolution en 
la naturaleza. El sistema de tipificacion molecular se realiza mediante 
una RT-PCR y la posterior secuenciacion nucleotidica del extremo 3’ 
de la region del genoma que codifica para la proteina VP1 . 

El serotipo de un aislamiento se determina comparando la se- 
cuencia parcial de VP1, con las secuencias disponibles en una base 
de datos que contiene todas las secuencias de VP 1 de los prototipos 
y las variantes de las cepas de todos los serotipos de enterovirus 
humanos. Este metodo reduce el tiempo requerido para tipificar 
un aislamiento, y puede ser usado para identificar aislamientos que 
no pudieron ser serotipificados por los metodos inmunologicos 
convencionales. Es muy util, ademas, para determinar con rapidez 
las relaciones epidemiologico-moleculares de un virus durante un 
brote. 
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5.3 Metodos indirectos 

El diagnostico serologico para enterovirus se realiza comparando 
los tltulos de anticuerpos de la fase aguda y la fase de convale- 
cencia de la enfermedad. Se utilizan pares de sueros en un mismo 
ensayo. Esta determination se puede hacer enfrentando diluciones 
crecientes de los sueros del paciente, a una determinada dilution de 
una cepa de referenda, o al enterovirus aislado del mismo pacien- 
te. En general, el serodiagnostico para enterovirus tiene mas valor 
para estudios epidemiologicos que para el diagnostico cllnico. Las 
tecnicas habitualmente empleadas son la neutralizacion, la fijacion 
de complemento y la inmunofluorescencia. El aumento de 4 o mas 
veces en el titulo del segundo suero con respecto al primero (con- 
version serologica) indica infeccion aguda reciente. Tambien se han 
desarrollado metodos de ELISA para la detection de anticuerpos 
IgM especificos, que se han utilizado con exito en el estudio de 
brotes epidemicos. El inconveniente que presentan es que no son 
completamente serotipo-especificos. Segun la configuration y la 
sensibilidad del metodo, del 10 al 70% de los sueros pueden pre- 
sentar respuestas heterotlpicas, causadas por infecciones producidas 
por otros serotipos. El serotipo detectado por ELISA puede no ser 
el mismo que el detectado por neutralizacion. Por estas razones, la 
serologfa para enterovirus no es de uso corriente para el diagnostico 
clmico. 

6. Tratamiento 

El pleconaril (3-13,5-dimetil-4-((3-metil-5-isoxazol) propilfenil))- 
5-(trifluorometil)-l,2,4- oxadiazol) es una droga potencialmente va- 
liosa para el tratamiento de enfermedades producidas por enterovi- 
rus. Su mecanismo de action es la inhibition de la replication viral, 
ya que bloquea al receptor celular, impidiendo la union del virus a 
la celula del hospedador evitando la transmision de viriones infecti- 
vos. Se ha demostrado su actividad antiviral para un amplio espec- 
tro de enterovirus y rinovirus humanos. Los ensayos clinicos han 
probado su eficacia en el tratamiento de infecciones respiratorias y 
meningitis asepticas producidas por picomavirus. Algunos estudios 
indican que el tratamiento con esta droga disminuye la duration del 
cuadro clmico de las meningitis tanto en ninos como en adultos. 
Otros estudios sugieren su utilidad en infecciones graves como por 
ejemplo las meningo-encefalitis cronicas en pacientes inmunocom- 
prometidos y en casos de encefalitis graves. Se esta estudiando su 
utilidad para sepsis neonatales. La via de administration es oral o 
intravenosa para los tratamientos de pacientes inmunocomprome- 
tidos o en neonatos con cuadros de sepsis. El tratamiento con este 
antiviral puede ser promisorio para las infecciones producidas por 
picomavirus en pacientes de alto riesgo como los inmunocompro- 
metidos, que desarrollan infecciones pulmonares y neurologicas o 
en los extremos de la vida (neonatos y ancianos). 

7. Profilaxis 

La profilaxis para evitar la infeccion por enterovirus, existe solo 
para los 3 serotipos de virus polio. Desde mediados del siglo pasado 
hay disponibles dos excelentes vacunas. Una es la desarrollada por 
el Dr. Jonas Salk a virus inactivado (IPV) y la otra es la vacuna oral 
a virus vivo atenuado (OPV) desarrollada por el Dr. Albert Sabin. 
Las dos contienen los 3 serotipos de virus polio y ambas estimulan 
la production de anticuerpos especificos, con la consecuente pro- 
tection contra la enfermedad. 

La OPV es una suspension acuosa de cepas de virus poliomie- 
liticos vivos y atenuados obtenidas en cultivos de tejidos de rinon 
de mono o de celulas diploides humanas. Se administra por via oral 
y se elimina por materia fecal, al igual que el virus salvaje, produ- 
ciendo la diseminacion del virus vacunal en la poblacion suscepti- 
ble (en la comunidad). Ademas, genera el desarrollo de anticuerpos 
IgA secretorios en la mucosa intestinal. La respuesta inmunitaria 
(inmunogenicidad) de la OPV, medida por anticuerpos especificos, 
es mayor del 90% y la eficacia estimada oscila entre el 95 y el 98% 


para los tres serotipos, despues de la tercera dosis. La duration de 
la inmunidad conferida por la vacuna se estima igual o mayor a 1 5 
anos, despues de completado el esquema basico de inmunizacion. 
La OPV es la vacuna utilizada en el programa oficial de vacuna- 
cion, mediante el que se debe inmunizar a todos los ninos a partir de 
los 2 meses de vida. No hay un limite maximo de edad para su apli- 
cacion, pero de acuerdo con la situation epidemiologica que existe 
actualmente en el pais, se fijan como limite los 7 anos de edad. Es, 
ademas, la vacuna recomendada para la eradication del vims polio 
salvaje (manteniendo coberturas con 3 dosis de OPV > 95%). Esta 
vacuna se utiliza tambien para las acciones de bloqueo, esto es, 
ante la existencia de un caso de paralisis aguda flaccida (probable 
poliomielitis hasta que se demuestre lo contrario) se recomienda 
iniciar, dentro de las 48 horas, en el area de ocurrencia, el control 
de la vacunacion de todos los ninos menores de 7 anos con el fin de 
completar esquemas. El esquema habitual comprende la aplicacion 
de 5 dosis, las 3 primeras con un intervalo de 6 a 8 semanas, co- 
menzando a partir de los 2 meses de vida; la cuarta dosis o primer 
refuerzo al ano de la tercera dosis (esquema basico); y se aplicara a 
los 6 anos (o ingreso escolar a primer grado) un segundo refuerzo 
(esquema completo). Los efectos adversos que puede producir son: 
fiebre, diarrea, cefalea y mialgias (< 1%), tambien paralisis asocia- 
da a vacuna (PAV) en vacunados y en personas que han estado en 
contacto con ellos. No todas las cepas son estables y, en especial el 
serotipo 3 puede revertir a la virulencia, dando lugar a la aparicion 
de cepas neurovirulentas que pueden producir PAV. El riesgo es 
mayor con la primera dosis (1 caso por 1 400 000-3 400 000 dosis) 
y menor para las subsiguientes (1 caso por 5 900 000 dosis), y para 
los contactos (1 caso por 6 700 000 dosis). 

En inmunodeficientes el riesgo es 3 200 a 6 800 veces mas alto 
que en inmunocompetentes. En Argentina, en el trienio 1997-1999 
se registro un riesgo asociado a la primera dosis de un caso cada 
2 050 000 dosis aplicadas y, con las subsiguientes, de un caso cada 
8 515 000 dosis aplicadas. Este efecto adverso no invalida su utili- 
zation para el control y eradication de la enfermedad. Su uso esta 
especialmente contraindicado en pacientes inmunocomprometidos 
y sus convivientes. 

La IPV se administra por via parenteral produciendo altos tltu- 
los de anticuerpos neutralizantes, que impiden el acceso del virus 
al SNC pero, a diferencia de la OPV, la protection que genera es 
individual ya que no hay diseminacion del virus vacunal. La vacu- 
na anti-poliomielitica inactivada (IPV) es una suspension acuosa de 
cepas (Salk o Lepine) de los 3 serotipos obtenidas en cultivos de 
celulas de rinon de mono y luego inactivados con formaldehldo. La 
vacuna en uso desde 1987 es de potencia incrementada con respecto 
a las preparaciones utilizadas con anterioridad. La IPV esta indicada 
en particular en pacientes con inmunodeficiencia primaria o secun- 
daria y sus contactos familiares, y en personas mayores de 18 anos 
que requieren completar esquemas o reforzarlos ante situaciones de 
riesgo (viajeros, epidemias). Se vacunara a partir del segundo mes de 
vida, sin limite de edad. Cuando razones de orden epidemiologico lo 
aconsejen, aunque no en forma rutinaria, se puede utilizar en la mujer 
embarazada que no haya sido vacunada antes. La vacunacion anterior 
con vacuna oral no es contraindication; puede utilizarse un esquema 
secuencial (IPV seguida de la OPV). No esta indicado el uso de la 
vacuna IPV para las acciones de bloqueo del Programa de Erradica- 
cion de la Poliomielitis ya que no induce respuesta local intestinal y, 
por lo tanto, no impide la infeccion con cepas salvajes. A partir de la 
segunda dosis se logran tltulos protectores con una seroconversion en 
los vacunados del 98 al 100%. Hay respuesta de IgAal nivel faringeo 
pero no intestinal (diferencia con el vims de la Sabin) lo que no im- 
pide la infeccion con cepas salvajes. Se estima que la duration de la 
inmunidad conferida por la vacuna es de 10 anos. El efecto adverso 
que puede producir la administration de la vacuna Salk es dolor en el 
sitio de la inoculation. Las contraindicaciones son: reaction alergica 
grave posterior a una dosis previa o a componentes de la vacuna 
(estreptomicina, neomicina). 

La presentation como vacuna puede contener la IPV sola o 
combinada con otras vacunas bacterianas o virales. Se la administra 
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sola, para inmunizar a convivientes de inmunosuprimidos y en esos 
casos la provee el Ministerio de Salud y Ambiente de la Nation. Su 
gran ventaja frente a OPV es que no produce PAV, por lo que sera la 
vacuna que remplace a la OPV una vez que se logre la eradication 
del virus polio salvaje del mundo. Algunos paises ya utilizan de 
rutina los esquemas secuenciales o la vacunacion solo con IPV. En 
nuestro pais se vacuna con OPV a nivel national por el programa 
regular de inmunizaciones y en el sistema privado de salud se va- 
cuna con esquemas secuenciales o solo con IPV. 

8. Epidemiologi'a 

La tasa de ataque de los EVs es mayor en los ninos y las infecciones 
ocurren con mayor frecuencia en grupos socio-economicos bajos 
(por existir hacinamiento) y en las areas tropicales con malas con- 
diciones higienicas. No existe reservorio animal para estos virus, 
siendo el hombre el unico conocido. La fuente de infection, por lo 
tanto, es el hombre que en general se infecta de manera asintomati- 
ca, y excreta el virus por materia fecal o por la via aerea, contami- 
nando a otros individuos, aguas u otros materiales. 

La incidencia de la infection con uno o mas serotipos de ente- 
rovirus puede exceder el 50%, siendo comunes las infecciones con 
mas de un serotipo. Los enterovirus presentan un comportamiento 
estacional: en los paises con clima templado, las infecciones au- 
mentan su frecuencia en el verano y el otono. En los paises de clima 
tropical la circulation es igual a lo largo de todo el ano, con picos 
de mayor circulation en las estaciones lluviosas. 

La actividad enteroviral puede presentarse en forma endemica 
o epidemica. Este concepto se revelo en estudios de vigilancia de 
infecciones por EnP realizados en EE.UU. a lo largo de 18 anos, que 
demostraron el comportamiento epidemico de echovirus 11 (El 1 ) y 
echovirus 30 (E30), caracterizado por picos de aislamientos, seguidos 
de anos con muy pocos aislamientos de ambos serotipos. Durante ese 
periodo se pudieron detectar grandes brotes de E30. En contraste, los 
virus endemicos como CBV3 fueron aislados casi todos los anos, 
manteniendo aproximadamente el mismo numero de aislamientos 
cada ano. En ocasiones, los virus endemicos pueden producir grandes 
brotes epidemicos, tal como sucedio en EE.UU. con CBV3 en 1980. 
Ademas, es posible encontrar la co-circulation de distintos serotipos. 
La variation geografica es tambien una importante caracteristica de 
estos virus. Los brotes pueden producirse en pequenas comunidades 
cerradas o diseminarse en forma regional, national y aun interna- 
tional. Ademas, la circulation natural de los EnP presenta un patron 
que varia de acuerdo con el area geografica, mientras que los virus 
polio atenuados de la vacuna se aislan a lo largo de todo el ano, lo 
que refleja su administration rutinaria. 

8. 1 Epidemiologi'a en Argentina 

Un estudio retrospectivo realizado en el Servicio de Neurovirosis 
del Instituto Malbran (enero 1990 a diciembre de 1997) documento 
en 1 177 casos esporadicos de meningitis aseptica (n = 536) y en- 
cefalitis (n = 641) que los enterovirus eran los principales agentes 
etiologicos de meningitis, con el 63,6% de los casos, representando 
ademas el 17% de los agentes causales de encefalitis. 

Durante el periodo 1995-2004 se estudiaron 18 brotes ocurridos 
en el pals, 16 de meningitis, uno de un smdrome febril y otro de 
una enfermedad exantematica. En todos los casos se detecto un en- 
terovirus como el agente etiologico. El agente causal del smdrome 
febril fue el echo 12 y el del exantema, el echo 13. En este ultimo 
caso se demostro una presentation inusual de dicho virus, ya que 
suele producir brotes de meningitis. 

Los estudios de epidemiologfa molecular mostraron que los ais- 
lamientos de E13 del brote exantematico segregaron en un unico li- 
naje, que parece circular simultaneamente en Alemania y Argentina 
y que, en apariencia desplazo a los encontrados con anterioridad en 
Argentina y Chile en 1992. Los serotipos hallados en los brotes de 
meningitis, echovirus tipo 9, 30 y 4 son los mas neurovirulentos y 
los que se relacionan mas a menudo con este tipo de cuadros. 


A partir de septiembre de 2005 y hasta febrero de 2006 se pro- 
dujo una epidemia nacional de meningitis viral, con la ocurren- 
cia de brotes en todo el territorio. En esa oportunidad se detecto 
al echovirus 4 como el agente causal. Es importante destacar que 
este serotipo habla producido un importante brote de meningitis 
en el ano 1996, en la provincia de Tucuman, no detectandose su 
circulation con posterioridad. En dicho brote se detecto ademas 
la cocirculacion de echovirus 7, 9, 19 y 29. En otro de los brotes 
de meningitis producido por echo 9, y ocurrido en la ciudad de 
Grab Giiemes, provincia de Salta, se encontro el mismo serotipo en 
muestras de agua, tomadas de distintas fuentes del lugar. En todos 
los brotes de meningitis el grupo etario mas comprometido fue el 
de 0-15 anos y los casos fueron mas frecuentes en hombres que 
en mujeres. En el verano de 2003, se detecto en las provincias de 
Salta y Formosa un brote de conjuntivitis hemorragica aguda, que 
afecto a un gran numero de personas, aunque no fue posible estimar 
su impacto real. Se identified al CAV24 como su agente causal, 
siendo esta la primera notification de la circulation de CAV24 en 
Argentina, aunque se hablan diagnosticado con anterioridad brotes 
de conjuntivitis hemorragica aguda producidos por EV70. Estos 
resultados seiialan que las cepas de CAV24 argentinas son identicas 
a las causantes del brote de la misma enfermedad ocurrido en Corea 
en 2002. De la tipificacion molecular de 153 aislamientos de EnP, 
obtenidos de casos de cuadros paralfticos procedentes de Argen- 
tina, Chile, Paraguay y Uruguay notificados entre 1991-1998 se 
identificaron 32 serotipos diferentes de EnP con la siguiente distri- 
bution: 94 del grupo echovirus (61,5%), 44 Coxsackie B (28,7%), 
10 Coxsackie A (6,6%) y 5 enterovirus 71 (3,2%). Los 10 serotipos 
encontrados con mayor frecuencia fueron: CB1, E13, E20, CB3, 
Ell, E6, E7, CB5, E2, E3, representando el 68,2% del total de los 
aislamientos. Coxsackie B1 fue el serotipo de mayor presencia en 
Argentina (17,7%), E13 lo fue en Chile (14,9%), y CB3 y E6 en 
Paraguay (16,7%, respectivamente). Algunos serotipos mostraron 
un marcado comportamiento epidemico: CB1 en Argentina, E13 
y E7 en Argentina y Chile, mientras que otros como Ell, E20 y 
CB3 se detectaron en la region durante todo el periodo analizado. 
El enterovirus 71 solo se identified en 5 casos (3,2%), tres de ellos 
en Argentina en 1993 proveniente de la provincia de Chaco. No se 
observaron serotipos de EnP predominantes en los casos analizados. 
La distribution, frecuencia y comportamiento de los mismos podrfa 
significar que su hallazgo es el resultado de la fibre circulation de 
los enterovirus. 

Desde que en 1994 se certified la ausencia de circulacion del 
virus polio salvaje de las Americas, el continente se hallaba fibre 
del virus salvaje. Sin embargo, en el laboratorio de Neurovirosis 
del Instituto Malbran se diagnostico un caso de polio asociado a un 
virus vacunal Sabin derivado (VDPV) tipo 1 en un nino inmunosu- 
primido de Argentina. En esa oportunidad, el virus no se disemino 
porque el paciente habitaba en un area con mas del 90% de cober- 
tura con 3 dosis de Sabin. 

Tambien se ha identificado la circulacion de EV71 en casos de 
sindrome mano-pie-boca, as! como la presencia de enterovirus en 
cuadros de miocarditis grave. Del estudio de 7 pacientes con hipo- 
gammaglobulinemias primarias (todos con patologias neurologicas) 
se detectaron en el laboratorio mencionado enterovirus en todos ellos. 
En uno se identified el mismo echo 7 en 8 muestras consecutivas; 
en los demas casos se detecto: VDPV1 (poliovirus 1 derivado de la 
vacuna) (n=2), echo 7 (n=l), CVA16 (n=l) y polio 2 (n=2). 

9. Programa de erradicacion del virus polio salvaje 

En el ano 1985 la Organizacion Panamericana de la Salud tomo la 
decision de erradicar la circulacion del virus polio salvaje de las 
Americas. Esta decision se baso en dos hechos, la existencia de 
un solo reservorio para el virus y la disponibilidad de una vacuna 
eficaz (OPV). Para ello, se fijo una estrategia que consistio en: 

• Crear, en todos los paises del continente americano, un sistema 

de vigilancia del smdrome de paralisis aguda flaccida (PAF) en 

ninos menores de 15 anos. 
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• Mantener altas coberturas con tres dosis de vacuna Sabin (> 
95%). 

• Crear una red de laboratories regionales para la vigilancia de la 
circulation del virus polio salvaje. 

Mediante este programa se logro el objetivo planteado, de- 
tectandose el ultimo caso de poliomielitis por virus salvaje en el 
continente en el ano 1991. Este fue producido por un polio tipo 
1 en un nino de Peru. En el ano 1994, se certified la ausencia de 
circulation del virus en las Americas. Posteriormente el programa 
se extendio al resto del mundo, declarandose varias regiones fibres 
de la circulation del polio salvaje. En la actualidad quedan algunos 
palses donde se registra circulation endemica del virus y brotes de 
poliomielitis. Estos paises estan ubicados en Africa, sudeste asiatico 
y Medio Oriente. Una vez alcanzado el objetivo de la erradicacion 
global se propone vacunar con IPV, para finalmente suspender la 
vacunacion. En la actualidad se plantea el problema de los virus 
derivados de la vacuna Sabin ( VDPV), los que se definen por pre- 
sentar una diferencia nucleotidica en la region de VP1 mayor al 
0,5% con respecto a la vacuna de origen, a diferencia de los virus de 
Sabin que provocan PAV cuya diferencia nucleotidica con la vacuna 
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el Cono Sur OPS/OMS. 
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1. Impacto de las diarreas virales em Salud 

A pesar de que la enfermedad diarreica es reconocida desde la anti- 
giiedad como una de las causas de morbi-mortalidad mas frecuente 
en humanos en todo el mundo, solo recientemente los avances en el 
desarrollo de tecnicas diagnosticas e implementation de programas 
de education sanitaria, permiten albergar esperanzas de un control 
mas efectivo de la enfermedad. Segun la Organization Mundial 
de la Salud, la diarrea es responsable del 15 al 34% del total de 
muertes reportadas en los pafses en desarrollo, teniendo su mayor 
impacto en ninos menores de 5 anos de edad. Se estima que en 
este grupo etario se registran anualmente en Asia, Africa y America 
Latina 450 millones de episodios de diarrea, siendo fatales el 1 al 
4% de estos episodios. 

El espectro clfnico de la enfermedad diarreica es muy amplio, 
abarcando desde infecciones asintomaticas hasta deshidratacion 
grave y muerte. Los pafses en vfas de desarrollo son el escena- 
rio mas fertil para la enfermedad grave, ya que desde el punto 
de vista ecologico, las diarreas son consecuencia de la infeccion 
con un agente patogeno, mas la concurrencia de un conjunto de 
factores cuya relation multiple de causalidad es tan fuerte y de- 
terminante como para considerarlos tambien factores etiologicos. 
Los mas importantes son: las condiciones sanitarias, la fuente de 
suministro y calidad del agua, el nivel de alfabetizacion del grupo 
familiar, el evidente sinergismo con la desnutricion, las pautas 
culturales y el estado inmunitario del hospedador. En este marco, 
las enfermedades diarreicas son consecuencia de la interaction 
de un organismo infeccioso con un hospedador susceptible, en 
un ambiente que facilita la transmision y la expresion de la pa- 
togenicidad del agente. En pafses desarrollados, donde hay altas 
coberturas sanitarias y mejores condiciones socioeconomicas, la 
diarrea registra significativamente menor incidencia de enferme- 
dad grave y fatalidad, lo que senala que su impacto en salud esta 
mtimamente ligado a los escenarios donde transcurre la interac- 
cion agente-hospedador. 

Los avances en Bacteriologfa y Parasitologfa de los ultimos 
100 anos permitieron identificar la etiologia de algunas enferme- 
dades diarreicas. Sin embargo, en la gran mayorfa de los casos el 
agente causal permanecio desconocido y el rol etiologico fue asig- 
nado empiricamente a los virus, ya que a traves de filtrados feca- 
les libres de bacterias y parasitos pudo reproducirse y transmitirse 
la enfermedad en humanos. La identification de virus asociados a 
la enfermedad diarreica llego junto al desarrollo de tecnicas diag- 
nosticas en virologfa. Sin embargo, la sola presencia del virus en 
materia fecal no es suficiente para asignar al agente detectado el 
rol etiologico de virus productor de diarrea, ya que muchos virus 
no relacionados a la enfermedad diarreica utilizan las celulas del 
tracto gastrointestinal en alguna parte de su ruta patogenica. Esto 
se debe a que la renovation continua de la enorme cantidad de 
celulas que conforman el epitelio intestinal provee un territorio 
celular fertil para la replicacion viral. Asf, para muchos virus, la 
replicacion en el epitelio intestinal es solo una ruta de paso para 
alcanzar su organo bianco (virus de la hepatitis A, poliovirus, 
Cocsakie Ay B y echovirus, entre otros). Por el contrario, cuando 
el tracto gastrointestinal es el organo bianco de la replicacion vi- 
ral, esta puede llevar al dano y/o alteration de la funcion celular, 
provocando asf un cuadro de gastroenteritis. 


1. 1 Virus productores de diarreas en humanos 

Para que un virus sea considerado agente etiologico de diarrea se debe 
demostrar la consistencia de la asociacion entre el virus y el cuadro 
clfnico a traves de estudios epidemiologicos que documenten la detec- 
cion del agente con frecuencia significativamente mayor en los casos 
de diarrea respecto a los controles; estudios inmunologicos que pongan 
en evidencia la respuesta inmune inducida en el hospedador; y, estudios 
biologicos en modelos animates y humanos que demuestren la transmi- 
sibilidad y temporalidad de la infeccion. Apartir de la decada del 70, 
en estudios por microscopia electronica en heces diarreicas, emerge la 
certeza de la participation de los virus en la etiologia de la diarrea. En 
1972, file identificado el agente Norwalk como el primer virus produc- 
tor de diarrea en humanos. Desde entonces, diferentes virus han sido 
identificados en heces humanas diarreicas; algunos de ellos son hoy 
reconocidos como agentes productores de diarrea, mientras que aun 
no hay certeza del rol patogenico de otros (Tab la 21.1). 

El conocimiento de la epidemiologfa e impacto de los virus en 
salud esta mtimamente relacionado al desarrollo de nuevas metodo- 
logfas en el diagnostico virologico. Asf, en las ultimas decadas, los 
astrovirus y el grupo de los norovirus han emergido como agentes 
productores de gastroenteritis humana. Si bien esto podrfa estar li- 
gado a un cambio en la ecologia viral, en realidad es mas bien con- 
secuencia del desarrollo reciente de tecnicas sensibles, especificos 
y accesibles que permiten su detection. 

1.2 Virus del escenario endemico y epidemico 

Es posible asignar a las diarreas virales dos escenarios epidemiolo- 
gicos diferentes, uno endemico y otro epidemico, segun el mayor 
impacto en salud de los virus en uno y otro escenario. Sin embargo, 
hay que tener en cuenta que virus del escenario endemico tambien 
transitan el escenario epidemico, cuando las condiciones del am- 
biente y del hospedador generan situaciones que favorecen que la 
infeccion viral se instale y se propague. 

En el escenario endemico transcurre la diarrea viral de la infan- 
cia, que afecta a ninos menores de 5 anos de edad y los virus invo- 
lucrados son: rotavirus grupo A, astrovirus, adenovirus entericos 
serotipos 40/41 y el grupo de los norovirus y sapovirus, tambien 
denominados Norwalk like virus, calicivirus o small round struc- 
tured virus. En general, la infeccion primaria es sintomatica y su 
transmision es por gotitas de saliva y/o por via fecal-oral. 

La incidencia de la enfermedad declina con el aumento de la 
edad del hospedador y la tasa de re-infecciones sintomaticas es 
baja, hechos que sugieren que la infeccion primaria genera inmuni- 
dad especifica. 

En el escenario epidemico esta involucrado principalmente el 
grupo de los norovirus, responsables del 80-90% de los brotes no- 
bacterianos de diarrea de origen alimentario. La alta variabilidad 
antigenica de los virus de este grupo y la corta inmunidad que in- 
duce la primo-infeccion, hace que la poblacion permanezca sus- 
ceptible a diferentes serotipos, produciendose brotes circunscriptos 
en poblacion expuesta a la fuente infecciosa. La transmision esta 
mtimamente relacionada al consumo de alimentos y aguas conta- 
minadas, lo que hace que los brotes por norovirus involucren a 
individuos de diferentes grupos etarios. Los rotavirus grupo B son 
tambien virus identificados como epidemicos, que producen brotes 
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CLASIFICACION CARACTERISTICAS ESTRUCTURALES EPIDEMIOLOGIA 

FAMILIA VIRUS TAMANO ACIDO NUCLEICO MORFOLOGIA 

VIRUS PRODUCTORES DE DIARREA 


Reoviridae 

Rotavirus 
Grupo A 

70 nm 

RNAdoble cadena 
segmentado (11 
segmentos genicos) 

Apariencia de 
rued a 

Distribution mundial; causa diarrea 
grave en ninos menores de 3 anos 
de edad; picos estacionales en 
invierno; brotes en guarderias 

Reoviridae 

Rotavirus 
Grupo B 

70 nm 

RNAdoble cadena 
segmentado (11 
segmentos genicos) 

Apariencia de 
rued a 

Brotes de diarrea grave en mayores 
de 15 anos de edad, solo en China 

Reoviridae 

Rotavirus 
Grupo C 

70 nm 

RNAdoble cadena 
segmentado (11 
segmentos genicos) 

Apariencia de 
rued a 

Distribution mundial; casos 
esporadicos de diarrea y brotes 
en ninos y adultos 

Astroviridae 

Astrovirus 

27-30 nm 

RNA cadena unica 
polaridad positiva 

1 0% de viriones 
forma de estrella 
de 5-6 puntas 

Distribution mundial; causa diarrea 
leve en ninos menores de 3 anos 
edad; picos estacionales en 
invierno; brotes en guarderias 

Adenoviridae 

Ad serotipos 
40/41 

80-90 nm 

DNA doble cadena 

Capsomeros 
ordenados 
en triangulos 
equilateros y fibra 
en los vertices 

Distribution mundial; causa diarrea 
grave en ninos; 
sin picos estacionales 

Caliciviridae 

Norovirus 

27-32 nm 

RNA cadena unica 
polaridad positiva 

Viriones con 
forma 

de estrella de 

6 puntas 

Distribution mundial; causa diarrea 
en ninos; principal etiologia de 
brotes no-bacterianos de origen 
alimentario en poblacion general 


VIRUS ASOCIADOS A DIARREA EN HUMANOS 


Coronaviridae 

Torovirus 

100-150 nm 

RNA cadena unica 
polaridad positiva 

Pleomorfico, 

espiculado, 

apariencia 

arrinonada 

i,Diarrea en ninos? 

0§ 

Coronaviridae 

Coronavirus 

200 nm 

RNA cadena unica 
polaridad positiva 

Pleomorfico, 

espiculado 

^Diarrea? 


Reoviridae 

Reovirus 

70-75 nm 

RNAdoble cadena 
segmentado (10 
segmentos genicos) 

Apariencia de 
rued a 

^Diarrea? 


Picobirnaviridae 

Picobirnavirus 

35 nm 

RNAdoble cadena 
segmentado (2 
segmentos genicos) 

Redondo 

Asociado a diarrea en 
inmunocomprometidos. 



Tabla 21.1. Virus productores de diarrea y asociados a diarrea. 


de diarrea en poblacion adulta, solamente en China. La mayor tasa 
de infection se registra en mayores de 30 anos de edad. 

Por ultimo, los rotavirus grupo A son tambien responsables de 
brotes, cuando la infeccion se instala en nucleos cerrados y alta- 
mente susceptibles, como es el caso de guarderfas infantiles. 

2. Virus del escenario endemico 

La diarrea viral de la infancia, tambien llamada gastroenteritis viral 
aguda, es una entidad clinica que se define como un cuadro de 
diarrea (presentation de tres o mas deposiciones blandas o acuosas 
en un periodo de 24 h.), de 1 a 5 dias de duration, acompanado por 
nauseas y/o vomitos. La infeccion se adquiere por contacto directo 
con heces contaminadas o indirectamente a traves de agua, alimentos, 
utensilios, suelo o por transmision mecanica por insectos. Se estima 
que a la edad de 5 anos practicamente la totalidad de los ninos se 
han infectado con uno o varios serotipos de rotavirus grupo A y 
astrovirus, y una alta proportion con adenovirus entericos 40/41, 
Norovirus y Sapovirus. Esto hace que la incidencia de la infeccion 
viral sea comparable en diferentes regiones del mundo; sin embargo, 


en los paises en desarrollo se registran tasas significativamente 
mayores de enfermedad diarreica grave y letalidad respecto a la 
de los paises desarrollados. Esto se debe, a que, una vez instalada 
la infeccion, cobra especial relevancia el estado inmunologico y 
nutritional del nino para limitar su curso y la posibilidad de acceder a 
la terapia de rehidratacion oral para evitar la deshidratacion. Cuando 
estos factores se conjugan negativamente, favorecen que la infeccion 
viral progrese a una enfennedad diarreica de gravedad suficiente para 
requerir hospitalization y aun asl, muchas veces lleva a la muerte. 
Se estima que en los paises en desarrollo mueren anualmente por 
diarrea viral aproximadamente quinientos mil menores de 5 anos de 
edad mientras que en los desarrollados esta cifra es entre mil y diez 
mil veces menor. 

Los virus del escenario endemico tienen diferente potencial pa- 
togenico y virulencia, lo que se traduce en diferente participation 
etiologica en la enfermedad diarreica grave. La Tabla 21.2 resume 
el tiempo de incubation y excretion viral y las caracterfsticas cllni- 
cas de las infecciones por rotavirus grupo A, astrovirus, adenovirus 
enterico y Norovirus; y la Tabla 3 muestra una recopilacion de da- 
tos, tornados de trabajos realizados en diferentes partes del mundo 
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Virus 


Caracteristicas de la enfermedad diarreica 


Incubation 

Duration del cuadro clinico 

Excretion viral promedio 

Clinica 

Rotavirus 

1-3 dias 

5-8 dias 

Hasta 5 dias de 
iniciada la clinica 

Diarrea grave, vomitos, fiebre, 
deshidratacion 

Astrovirus 

3-4 dias 

1-4 dias 

Hasta 7 dias de 
iniciada la clinica 

Diarrea leve, ocasionalmente 
vomitos y fiebre 

Adenovirus 

8-10 dias 

5-12 dias 

Hasta 14 dias de 
iniciada la clinica 

Diarrea acuosa y vomitos 
ocasionalmente deshidratacion 

Norovirus 

12-48 horas 

1-3 dias 

Hasta 15 dias de 
iniciada la clinica 

Diarrea, nauseas, vomitos 


Tabla 21.2. Caracteristicas de la enfermedad diarreica producida por virus del escenario endemico. 


) Corpus 
Editorial 


en los ultimos anos, utilizando tecnicas diagnosticas comparables, 
que revelan la participacion etiologica de los virus endemicos en la 
diarrea grave. 

Los resultados indican que la infection por rotavirus grupo A 
es la causa mas frecuente de diarrea severa en ninos menores de 
5 anos de edad en todo el mundo y se estima que es responsable 
de la etiologla infecciosa en el 40 al 80% de los casos de diarrea 
viral grave. Probablemente, los segundos agentes etiologicos en 
importancia sean los Norovirus. En la actualidad su frecuencia en la 
diarrea aguda podrfa estar subestimada debido a la alta variabilidad 
antigenica de este grupo de virus que hace que algunas variantes no 
sean detectadas con los ensayos utilizados. A esto se suma la falta 
de reactivos comercialmente disponibles, lo que limita los estudios 
de Norovirus a centres de investigation. 

Los astrovirus emergieron como agentes de gastroenteritis aguda hace 
aproximadamente 15 anos, como consecuencia del desarrollo de tecnicas 
de ELISA y PCR previa transcription inversa (RT-PCR), dirigidas contra el 
antrgeno de grupo y secuencias genomicas conservadas, respectivamente. 
Los estudios epidemiologicos realizados en distintas partes del mundo 
coinciden en que este virus esta asociado a cuadros de diarrea leve. Por 
ello, los astrovirus se detectan con mayor frecuencia entre pacientes 
ambulatorios con diarrea que entre los intemados. 

Los adenovirus serotipos 40 y 41 son responsables de una en- 
fermedad diarreica de severidad comparable a los rotavirus grupo 
A; sin embargo su frecuencia en la diarrea grave es baja (2-6%). 

En este capitulo se prestara especial atencion a los rotavirus 
grupo A debido a su mayor impacto en la salud humana. 


B y C infectan humanos, siendo los rotavirus grupo A los agentes 
etiologicos mas importantes de diarrea aguda en ninos menores de 
5 anos de edad en todo el mundo, responsables de un tercio de los 
casos de diarrea severa que requieren hospitalization. Los rotavirus 
grupo B producen brotes epidemicos de diarrea en adultos en Chi- 
na, e infecciones esporadicas en paises asiaticos; mientras que los 
del grupo C rara vez estan implicados en la etiologla de la diarrea. 
A su vez, los rotavirus del grupo A se clasifican en subgrupos I, II, I 
y II y no I no II, en base a la presencia o ausencia de los epitopes I y 
II en la protelna VP6, desconociendose aun la implicancia de estas 
variantes antigenicas en la patogenicidad del virus. Por ultimo, los 
rotavirus grupo A se clasifican en serotipos, definidos por ensayos 
de neutralizacion en base a diferencias antigenicas y en genotipos 
en base a divergencias nucleotidicas de las protelnas VP7 y VP4. La 
protelna VP7 define G tipos y la VP4 P tipos. Para la proteina VP7 
se identificaron 15 G tipos, en los que se correlaciona la clasifica- 
cion serologica y genomica. Del total de G tipos, 1 1 han sido aisla- 
dos en humanos. La clasificacion en base a la proteina VP4 es mas 
compleja, ya que por ensayos de neutralizacion se han identificado 
7 serotipos y por analisis geonomico IIP tipos que infectan huma- 
nos, pero se desconoce la correlation entre serotipos y genotipos. 

De este modo, la clasificacion de los rotavirus grupo A en base 
a las proteinas estructurales VP6, VP7 y VP4 define un criptograma 
en el que se consignan: Grapo/Subgrupo (definidos por la protelna 
VP6) / Genotipo G (definido por la protelna VP7) / Serotipo P, 
Subtipo P y Genotipo P entre corchetes (definidos por la proteina 
VP4). Por ejemplo, A/II/G4/P1 A[8], 


3. Rotavirus 


3.2 Propiedades fi'sico-quimicas 


En el ano 1973, Bishop y col. observaron, por microscopia electroni- 
ca en biopsias duodenales de ninos con diarrea, virus de aproximada- 
mente 70-75 nm a los que, por su morfologia similar a una raeda con 
rayos cortos y borde extemo liso, se los denomino rotavirus (rota, del 
latin, raeda). Esta morfologia caracteristica de la particula completa 
se visualiza cuando el eje de simetria viral esta 5 veces desplazado 
respecto a su position natural. (Figura 21.1 ) Numerosos estudios 
posteriores confirmaron la presencia del virus en heces diarreicas, 
estableciendo a traves de estudios epidemiologicos e inmunologicos, 
la relation causal entre los rotavirus y la diarrea aguda. 

3.1 Clasificacion 

Los rotavirus estan clasificados dentro de la Familia Reoviridae, e 
integran uno de los 12 generos que la conforman, que incluye pa- 
togenos humanos, animales (mamiferos, aves y peces) y de plantas 
(generos Orthoreovirus, Orbivirus, Rotavirus, Coltivirus, Seador- 
navirus, Aquareovirus, Cypovirus, Fijivirus, Phytoreovirus, Oryza- 
virus, Idnoreovirus y Mycoreovirus). El genero Rotavirus, a su vez, 
incluye 7 grupos virales, designados con letra mayuscula de la A a 
la G, clasificados en base a diferencias antigenicas en la protelna 
mas abundante del virus (proteina VP6). Los virus de los grupos A, 


La particula viral completa es relativamente estable en el ambiente. 
Son resistentes a fluorocarbonos, eter, cloroformo y detergentes no 
ionicos, como consecuencia de la ausencia de lipidos en la estractura 
del virus; pero sensibles a etanol al 95%, fenoles, formalina y duo- 
decil sulfato de sodio. La infectividad se mantiene entre pH 3 y 9; a 
pHs mas alcalinos la proteina VP4 se pierde selectivamente de la es- 
tractura viral y pHs menores de 3 resultan en la disociacion completa 
de la particula. 

3.3 Estructura de los Rotavirus Grupo A 

Los rotavirus son virus desnudos, de simetria icosaedrica. La es- 
tractura viral es una capside formada por 3 capas proteicas concen- 
tricas ( Figura 21.2). 

La capa interna, denominada core, esta constituida por 60 dime- 
ros de la proteina VP2 y alberga el genoma viral y las proteinas VP1 
y VP3, involucradas en la replication del virus. La capa proteica 
de VP2 a su vez, esta rodeada por moleculas de la proteina VP6 
dispuestas en trimeros, que forman la segunda cubierta proteica. La 
VP6 es la proteina mas abundante en la estractura del virus y es la 
que le imparte homogeneidad morfologica. La tercera capa proteica 
(capa externa viral) esta formada por trimeros de la glicoproteina 
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Referenda bibliografica 

Periodo de 
estudio 

Pals 

Rotavirus 

(tecnica: 

EIA) 

Astrovirus 

(tecnica: 

EIA) 

Adenovirus 
40/41 (tecnica: 
EIA) 

Norovirus 

(tecnica: 

RT-PCR) 

Sapovirus 

(tecnica: 

RT-PCR) 

J Infect Dis 1999; 179:1139- 
44 

1997-1995 

Peru 

52% 

4% 

4% 



J Med Virol 1999; 57: 390-6 

1994-1996 

China 

56% 

8,50% 

2,50% 

7,60% 


J Clin Microbiol 2000; 38: 
1058-62 

1995-1998 

Australia 

65,50% 

3% 

4,10% 



Pediatr Infect Dis J 2001 ; 20: 
849-53 

2000 

Japon 

47% 



18% 


Rev Inst Med Trop Sao Paulo 
2001;43:193-7 

1997-1998 

Argentina 

35,30% 

4,50% 

1 ,50% 



Indian J Pathol Microbiol 
2003; 46: 274-8 

1999-2000 

India 

23,20% 





Rev Panam Salud Publica 
2004; 16:317-7 

1998-2003 

America 

Latina 

38% 





Inf Genet Envoi 2005; 5:281- 
90 

2002-2004 

USA 




7,10% 

1 ,40% 

J Clin Microbiol 2005; 43: 
4064-9 

1999-2002 

Brasil 

32% 





J Infect Dis 2005; 1:192 
Suppl 1:5 44-8 

2001-2003 

Taiwan 

43% 


2,50% 




Tabla 21.3. Frecuencia de virus endemicos en ninos menores de 5 anos de edad hospitalizados por diarrea. EIA: Enzimo inmunoensayo. 
RT-PCR: Transcripcion inversa-Reaccion en cadena de la polimerasa. 


VP7, que se ensamblan con los extremos de la VP6 subyacente. A 
su vez, desde la capa externa se extienden 60 esplculas, constituidas 
por la protelna VP4, que interacciona con 2 moleculas de VP7 y 
hacia el interior con 6 moleculas de VP6. Las tres capas protei- 
cas estan interconectadas a traves de 132 canales, que se extienden 
desde la capa externa al core. La protelna VP6 es la responsable 
de la integridad estructural de las partfculas de rotavirus ya que 
establece interacciones inter- VP6, que estabilizan la capa proteica 
intermedia y a su vez interacciona con las protelnas VP2 y VP7/ 
VP4, haciendo el soporte de union entre las capas proteicas media 
e interna y media y externa. La estructura de tres capas proteicas 
concentricas corresponde a una particula viral completa. La perdida 
de la capa externa determina particulas virales de doble cubierta 
proteica, no infectivas y no serotipificables por ausencia de VP7 y 
VP4. A su vez, la capa proteica VP6 puede ser removida con agen- 
tes caotropicos, quedando solo el core. Las tres formas estructurales 
de rotavirus coexisten y pueden ser observadas por microscopia 
electronica en muestras fecales. 

3.4 Genoma viral 

El genoma de los rotavirus esta constituido por RNA de doble 
cadena, segmentado en 11 porciones genomicas, que codifican 
seis protelnas estructurales (VP1-VP4, VP6 y VP7) y seis no 
estructurales (NSP1-NSP6). Cada segmento codifica para una 
protelna estructural o no estructural, excepto el segmento 1 1 que 
lleva la information genetica de 2 protelnas no estructurales. 

El genoma viral segmentado posibilita la reasociacion de los 
segmentos durante la replication del virus. Asi, las co-infecciones 
con dos o mas cepas de rotavirus pueden originar una progenie viral 
cuyo material genomico contenga segmentos de cepas parentales. 
Se postula que esta serfa la via de evolution de los rotavirus en la 
naturaleza. 

La disposition de los marcos de lectura de los 1 1 segmentos es 
similar en los diferentes serotipos virales. La hebra positiva de RNA 
siempre tiene en su inicio una 5 ’ guanidina, seguida de una portion 
nucleotldica conservada no codificante, una region codificante y 
otro grupo de secuencias no codificantes que invariablemente ter- 


minan en dos cistidinas en el extremo 3’. Dentro de la region co- 
dificante, los primeros 10 nucleotidos del extremo 5’ y los ultimos 
8 nucleotidos del extremo 3’ estan altamente conservados en todos 
los segmentos; esta secuencia consenso codifica senales para la re- 
plication y ensamble viral. 

La resolution de los 1 1 segmentos del genoma por electroforesis 
en geles de poliacrilamida define un perfil de migration caracteristi- 
co, denominado electroferotipo, en el que los 1 1 segmentos de RNA 
se distribuyen en 4 grupos: el primero contiene los 4 segmentos de 
mayor peso molecular (segmentos 1, 2, 3 y 4); el segundo dos seg- 
mentos medianos (segmentos 5 y 6); el tercero tres (segmentos 7, 8 
y 9); y el cuarto los 2 segmentos menores (10 y 11) ( Figura 21.3). 
Esta distribution 4, 2, 3, 2 en una matriz de poliacrilamida es la huella 
genomica que distingue los rotavirus grupo A (excepto los aislados 
de polio). Dentro de este perfil caracterlstico de migration, se han 
descrito variables electroferotipicas, que corresponden a mayores o 
menores migraciones de los segmentos genomicos dentro de uno o 
varios grupos. Estas variantes electroferotipicas en general, no se co- 
rresponden con variantes serotipicas, ya que cepas de igual serotipo 
pueden presentar diferente electroferotipo y a su vez, electroferotipos 
iguales pueden corresponder a serotipos diferentes. Por lo tanto, el 
patron de migration genomico no es un criterio de clasificacion, sino 
de diferenciacion de cepas de rotavirus (Figura 21.3). 

3.5 Estructura antigenica de las proteInas virales 

Las principals proteinas antigenicas de los rotavirus son las protei- 
nas estructurales VP6 (contiene determinates antigenicos de grupo 
y sub-grupo) y VP7 y VP4 (contienen determinates antigenicos 
de serotipo). Los anticuerpos neutralizantes sero-especlficos, indu- 
cidos por las proteinas VP7 y VP4 durante una primo-infeccion, 
son los que confieren inmunidad protectora en las sucesivas re- 
exposiciones al virus. 

VP6 

La proteina VP6 contiene el determinate antigenico de reactividad 
de grupo y subgrupo. Los epitopes grupo especlficos se localizan en 
cuatro regiones aminoacidicas (residuos peptidicos 32-64, 155-167, 
208-294 y 380-397), mientras que la reactividad de sub-grupo esta 
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Figura 21.1. Microscopia electronica de rotavirus. Tincion negati- 
va con acetato de uranilo. Referencia de tamano: Barra 100 nm. Lab. 
Gastroenteritis Virales, Instituto de Virologia, Facultad de Ciencias Me- 
dicas, Universidad Nacional de Cordoba. 
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determinada por aminoacidos ubicados en las posiciones 172, 305 
y 315 y un residuo aminoacldico 296-299. Los anticuerpos sub- 
grupo especlficos reconocen epitopes conformacionales, fomiados 
por trlmeros de VP6. La sola mutuacion de aminoacidos en las posi- 
ciones 172 y 305 genera un cambio conformacional en la estmctura 
del trimero que afecta la union de anticuerpos dirigidos contra el 
sub-grupo I, mientras que mutaciones en las posiciones 305, 306 y 
315 inciden en el reconocimiento de anticuerpos dirigidos contra el 
sub-grupo II. Tambien se han localizado en esta proteina epitopes 
que inducen la activacion de linfocitos T con actividad citotoxica 
y cooperadora. 


La estructura antigenica de grupo esta altamente conservada en 
los rotavirus grupo A, independientemente del origen animal o hu- 
mano de la cepa. Esto hace que la respuesta inmune inducida contra 
la proteina VP6 en el curso de una infeccion por rotavirus grupo A 
tenga reactividad cmzada con virus heterologos del grupo A (cepas de 
diferentes especies animales) y virus heterotipicos (cepas de diferente 
serotipo). 

VP7 

La proteina VP7, tambien denominada proteina G, contiene deter- 
minantes antigenicos de serotipo G, que inducen en el hospedador 
anticuerpos neutralizantes. Se han identificado por ensayos de neu- 
tralizacion 1 5 serotipos de la proteina VP7, de los cuales 1 1 G tipos 
han sido aislados de humanos. Estudios de la secuencia aminoacidi- 
ca deducida de los 15 serotipos senalan nueve regiones, denomina- 
das VR1-VR9, altamente divergentes entre serotipos distintos, pero 
conservadas dentro de un mismo serotipo. Esto permite predecir el 
serotipo a partir de la secuencia de estas regiones, ya que muestran 
entre un 91 y 100% de identidad nucleotidica intragenotipica entre 
cepas del grupo A aisladas de diferentes especies animales y un 
porcentaje de identidad mayor al 95% entre cepas homologas de 
igual serotipo. 

Utilizando como presion de seleccion anticuerpos monoclona- 
les, se obtuvieron mutantes de escape a la neutralizacion, que re- 
sultaron en cepas con sustituciones de aminoacidos en las regiones 
variables VR5, VR7 y VR9. Esto permitio identificar en estas regio- 
nes genomicas de la proteina VP7 a los principales determinantes 
antigenicos de neutralizacion. 

Tambien se ha demostrado que la proteina VP7 es bianco 
importante de actividad citotoxica sero-especifica y heteroti- 
pica. 

La estructura general de VP7 es similar en los rotavirus grupo 
A, B y C que infectan humanos, pero difiere considerablemente en 
su composition aminoacidica, mostrando las cepas de referencia de 
rotavirus grupo B y C homologlas del 38% y 30%, respectivamente 
con la del grupo A. Esto se traduce en que la inmunidad inducida 
por la proteina VP7 del grupo A no protege en infecciones con virus 
del grupo B y C. 
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Figura 21.2. Esquema del virion. En el diagrama se muestran las 3 capas concentricas de protelnas que forman la capside viral (capa 
interna o core, capa media y capa externa), la localizacion de las protelnas estructurales VP1 ,VP2, VP3, VP4, VP6 y VP7 y el genoma viral 
resuelto en un gel de poliacrilamida. Se indica la/las protelnas codificadas por cada uno de los 11 segmentos genomicos y la funcion de 
cada proteina. Nates S., Instituto de Virologia, Facultad de Ciencias Medicas, Universidad Nacional de Cordoba. 
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VP4 

La proteina VP4, tambien denominada proteina de clivaje o proteina 
P, contiene determinantes antigenicos de serotipo P, que inducen en el 
hospedador infectado anticuerpos neutralizantes. Por ensayos de neu- 
tralization, se han identificado 7 serotipos (1-6 y 1 1 ) y dos subtipos 
(A y B) que infectan humanos, de cuya combination resultan 9 va- 
riantes antigenicas (P1A, P1B, P2A, P3A, P3B, P4, P5A, P6 y Pll). 

3.6 Repucacion viral 

La replication de los rotavirus ha sido estudiada en cultivos celulares. 
Las caracterfsticas generates del ciclo replicativo son: 

a) El tratamiento con tripsina de las particulas de rotavirus ge- 
nera el clivaje de la proteina VP4, dando como producto las 
fracciones VP5 y VP8, que permanecen asociadas al virion. El 
proceso de clivaje aumenta la infectividad viral, probablemente 
facilitando la penetration del virus a la celula. 

b) El ciclo replicativo es citoplasmatico. 

c) Solo las particulas virales completas tienen la capacidad de 
unirse a celulas susceptibles, pero esta union no requiere del 
clivaje de VP4 ni de la glicosilacion de VP7. 

d) Al presente se desconoce la identidad del receptor celular, pero 
se postula que el receptor funcional seria un complejo de va- 
rias proteinas celulares inmersas en microdominios lipidicos de 
membrana, ricos en colesterol y glicoesfingolipidos. 

e) Luego de la union, entre los 60 y 90 minutos siguientes, el virus 
es intemalizado en un proceso que requiere de actividad celular, 
ya que se inhibe entre 0° C y 4° C. 

f) El mecanismo de penetration del virus a la celula es motivo 
de controversia. Se postula como probable mecanismo la en- 
docitosis, seguida por el transporte de las particulas virales 
a lisosomas y el posterior desnudamiento en los mismos, en 
condiciones de baja concentration de calcio y/o la penetration 
directa del genoma viral, similar al mecanismo descrito para 
bacteriofagos, facilitado por la permeabilizacion de la mem- 
brana celular mediada por VP4. 

g) Se desconoce el mecanismo y el sitio citoplasmatico de activa- 
tion transcripcional, pero se conoce que la transcription es me- 
diada por la proteina VP1 y es asimetrica, ya que inicialmente 
solo se sintetizan hebras de RNA de polaridad positiva. Estas 
hebras positivas actuan como RNA mensajero para la sintesis 
de proteinas, utilizando ribosomas celulares y como moldes 
para la sintesis de las hebras genomicas de polaridad negativa. 
Recientemente se identified a la proteina no estructural NSP2 
como el motor molecular del ciclo replicativo. La NSP2 seria 
la pieza central alrededor de la que se construye la maquinaria 
replicativa del virus. 

h) Las hebras RNA negativas sintetizadas se asocian inmediata- 
mente con las positivas complementarias, formando RNAs de 
dobles cadenas. Estos genomas virales hijos, a su vez, se aso- 
cian con las proteinas NSP1, NSP2, VP1, VP2, VP3 y VP6, 
generando particulas nacientes sub- virales, denominadas parti- 
culas replicativas. La formation de estas estructuras sub- virales 
ocurre en zonas citoplasmaticas electrodensas, denominadas 
viroplasmas. 

i) Desde los viroplasmas, las particulas sub-virales brotan hacia el 
interior del reticulo endoplasmico, adquiriendo en este proceso 
una envoltura transitoria. Esta envoltura transitoria, en el tran- 
sito al interior del reticulo endoplasmico, sera reemplazada por 
una capa de proteinas, que posteriormente conformara la cap- 
side del virion maduro. La VP7 seria sintetizada en ribosomas 
asociados al reticulo endoplasmico, glicosiladas e insertadas en 
la membrana reticular. Las particulas en formation brotarian a 
traves del reticulo endoplasmico, incorporando la proteina VP7 
a la estructura viral. 

j) La progenie viral es liberada al lumen intestinal por lisis celular. 
A pesar de que en los estadios avanzados de la infection ocurre 
una extensa lisis celular, muchas particulas de doble y triple 
cubierta permanecen unidas a detritos celulares, sugiriendo 
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Figura 21.3. Electroferotipos de rotavirus. Corrida electroforetica 
en matriz de poliacrilamida; revelado con tincion argentica. Calle 1: 
electroferotipo largo; Calle 2: electroferotipo corto. En ambos se ob- 
servan los 1 1 segmentos genomicos, distribuidos en 4 grupos: grupo 1 , 
4 segmentos; grupo 2, 2 segmentos; grupo 3, 3 segmentos y grupo 4, 
2 segmentos. La diferencia de migracion de los segmentos del grupo 
4 son los que determinan electroferotipos largos y cortos. Lab. Gas- 
troenteritis Virales. Instituto de Virologia "Dr J.M.Vanella". Facultad de 
Ciencias Medicas. Universidad Nacional de Cordoba. 
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una interaction de estas protemas con la membrana y el citoes- 

queleto celular. Estas estructuras celulares estarfan asociadas a 

funciones de transporte intracelular de partfculas virales. 

3.6.1 Efectos de la replication viral en la celula hospedadora 

El tropismo celular de los rotavirus esta restringido casi exclusi- 
vamente a las celulas epiteliales del intestino delgado. La repli- 
cation viral inhibe en los enterocitos la sfntesis de DNA, RNA y 
protemas celulares y aumenta la permeabilidad de la membrana 
celular al calcio, sodio y potasio. Se observan tempranamente va- 
cuolas e inclusiones citoplasmaticas celulares y alteraciones en 
la organization del citoesqueleto. El ciclo replicativo lleva final- 
mente a la lisis celular. 

En cultivos celulares infectados se observa apertura en las unio- 
nes intercelulares anteriores al efecto citopatico y a la liberation de 
la progenie viral. Por lo tanto, serfa posible que las celulas epite- 
liales del intestino se descamaran tempranamente durante el ciclo 
replicativo viral, antes de que se visualicen alteraciones celulares. 

3.7 Patogenesis viral 

Los rotavirus replican en el tracto gastrointestinal solo en entero- 
citos maduros y los cambios histopatologicos se limitan exclusiva- 
mente al intestino delgado, pudiendose observar acortamiento de 
las vellosidades intestinales, infiltrado de celulas mononucleadas 
en la lamina propia y elongation de las criptas. Los enterocitos 
infectados se desprenden de la portion apical de las vellosidades 
y se observan vacuolas en sus citoplasmas. Funcionalmente, hay 
mala absorcion de d-xylosa, motilidad gastrica anormal y niveles 
disminuidos de disacaridasas. 

Sin embargo, el mecanismo de induction de la diarrea pare- 
ciera ser multiple ya que la mala absorcion, como consecuencia 
del dano y lisis de la celula epitelial, y el acortamiento del vello 
intestinal, no justifican la diarrea que se produce en estadios muy 
tempranos de la infection, inclusive antes de que las alteraciones 
morfologicas sean manifiestas. Este hecho fue comprobado en 
animales y humanos infectados por rotavirus, observandose en 
biopsias intestinales cambios histopatologicos en menos del 5% 
de los casos. Esto sugiere que otros mecanismos tambien parti- 
ciparian en la patogenesis viral. En el ano 1996 se demostro que 
la protema no estructural NSP4, por si sola, es capaz de inducir 
diarrea en ratones de manera similar al cuadro clfnico causado 
por el virus. A partir de este hallazgo se postulo a la NSP4 como 
enterotoxina viral. Esta protema serfa capaz de inducir en las 
celulas intestinales una serial que desencadena la movilizacion del 
calcio intracelular y la secretion de cloruros, ademas de reducir la 
absorcion de glucosa y afectar el citoesqueleto de las celulas epi- 
teliales polarizadas. Se postula que los receptores celulares para 
NSP4 son edad dependiente, disminuyendo significativamente 
con el aumento de edad. Esto explicaria que el cuadro clfnico de 
diarrea sea mucho mas frecuente en individuos de corta edad. Por 
otra parte, hay evidencias en modelos animales de la participation 
del sistema nervioso enterico en la induction de la secretion de 
electrolitos y agua en el intestino delgado, ya que su inhibition 
atenua la respuesta secretoria de fluidos. Dc este modo, la pato- 
genesis de la diarrea por rotavirus podrfa ser multifactorial, parti- 
cipando el dano y alteration de la funcion celular generada por la 
replication viral y el desequilibrio electrolftico celular inducido 
por la protema no estructural NSP4 y la estimulacion del sistema 
nervioso enterico. 

El tropismo tisular es un aspecto crftico de la patogenesis de 
los rotavirus. El epitelio del intestino delgado es el organo bianco 
de la infection por estos virus, y el cuadro clfnico resultante es la 
diarrea. Sin embargo, en un numero importante de reportes clfnicos 
se ha demostrado rotavirus en diferentes sitios extra-intestinales, 
senalando que la historia natural de la primo-infeccion por rotavi- 
rus tiene una fase viremica, durante la cual el virus puede acceder 
a tejidos perifericos. Los estudios en modelos animales sugieren 
que hay determinates virales que identifican cepas confenotipo de 


diseminacion y que una vez que estas cepas alcanzan el tejido extra- 
intestinal, deben interactuar con factores del hospedador para que 
se instale una infection productiva. Esto explicaria que en ninos 
con inmunodeficiencias primarias, la infection por rotavirus puede 
producir una diarrea prolongada, con diseminacion viral a hfgado 
y rinon. Ocasionalmente, se han demostrado antfgenos de rotavirus 
en el tracto respiratorio superior y sfntomas respiratorios en algunos 
individuos que cursan la infection. 

3.8 Historia natural y curso cli'nico de la infeccion por rotavirus 

Las infecciones por rotavirus son en general asintomaticas en neo- 
natos y adultos, tal vez debido a la inmunidad adquirida en forma 
pasiva y activa, respectivamente. Estas poblaciones son reservorios 
importantes para la transmision del virus a hospedadores suscep- 
tibles que, en su mayorfa, son ninos de muy corta edad, en los que 
la infeccion es, en general, sintomatica. La resistencia a las condi- 
ciones ambientales de los rotavirus, su capacidad para permanecer 
infectivos sobre superficies bajo diferentes condiciones y el gran 
numero de viriones excretados en heces por los individuos infecta- 
dos, contribuyen a la diseminacion del virus en la naturaleza y a la 
alta transmisibilidad de la infeccion. 

Via de transmision: En la gran mayorfa de los casos es fecal- 
oral; pero se postula que la via respiratoria tambien puede ser puerta 
de ingreso del virus al hospedador, debido a que hay registro de 
brotes por rotavirus en los que la via fecal-oral no pudo ser docu- 
mentada y detection de antfgeno viral en las vfas respiratorias altas. 

Periodo de incubacion: De uno a tres dfas. 

Manifestaciones de la enfermedad: La infeccion por rotavirus 
se traduce en un amplio espectro de manifestaciones que abarca 
desde infecciones subclfnicas a la diarrea severa, deshidratacion 
grave y muerte. En las infecciones sintomaticas el periodo de incu- 
bacion es seguido por fiebre, vomito y diarrea acuosa. La fiebre y 
vomitos por lo general remiten dentro de los tres dfas de iniciado el 
cuadro clinico, mientras que la diarrea persiste durante 3 a 8 dias. 
La perdida de lfquido y electrolitos puede llevar a la deshidratacion 
y muerte del individuo. Las heces acuosas, en general, no contienen 
globulos rojos ni blancos. 

La fase viremica de la primo-infeccion por rotavirus permitirfa 
que el virus acceda a diferentes tejidos extra-intestinales; pero al 
presente se desconocen los factores del virus y del hospedador que 
deberian conjugarse para que, una vez alcanzado el tejido (higado, 
rinon e incluso sistema nervioso central), se instale la infeccion y 
progrese a un cuadro clfnico. 

3.9 Epidemiologi'a 

Los rotavirus son virus ubicuos; entre los 3 y 5 anos de edad, el 95% 
de los ninos del mundo han adquirido la infeccion y desarrollado 
anticuerpos anti-rotavirus. La mayor incidencia de gastroenteritis 
por rotavirus es en el grupo etario entre los 4 y 36 meses de edad, 
siendo esta la franja poblacional de mayor riesgo de desarrollar la 
enfermedad severa. En los pafses desarrollados, los rotavirus son res- 
ponsables del 60 al 70% de las hospitalizaciones por diarrea aguda, 
pero con registros de muy baja letalidad. La situation es opuesta en 
los paises en desarrollo, en los que el porcentaje de internacion por 
rotavirus es menor (entre 12 y 50%) debido a la mayor participation 
de parasitos y bacterias en la etiologia de la diarrea, pero con tasas 
de enfermedad grave y letalidad entre 100 y 1000 veces mayores que 
en los pafses desarrollados. Esto sefiala que la severidad de la enfer- 
medad diarreica esta Intimamente ligada a la interaction del agente 
infeccioso con factores del hospedador y del medio. Asf, las condi- 
ciones socioeconomicas deficientes, el acceso limitado a la atencion 
medica y al tratamiento con sales de rehidratacion oral y las malas 
condiciones nutricionales e inmunologicas del hospedador, son fac- 
tores que facilitan que la infeccion se manifieste como enfermedad 
grave y muerte. Esto se refleja en los datos publicados por Parashar 
y col. ( Emerging Infectiuos Disease, 2003;9:5) quienes, a traves de la 
revision de estudios publicados desde 1986 al ano 2000, estimaron el 


354 


VIROLOGIA MEDICA / Guadalupe Carballal - Jose Oubina 


impacto de la enfermedad diarreica por rotavirus, en ninos menores 
de cinco anos de edad, segun condition socioeconomica. (Tabla 21.4) 

La infeccion por rotavirus es endemica y en regiones con cli- 
ma templado se registra un pico de incidencia durante los meses 
frios del ano. Este patron estacional es rnucho menos marcado en 
regiones tropicales. Se desconocen las causas que determinan el 
patron de circulation del virus en la naturaleza, pero es posible que 
la temperatura y la humedad tengan una influencia importante, ya 
que los rotavirus pierden rapidamente la infectividad en ambientes 
de alta humedad relativa (aprox. 80%). 

A pesar de la diversidad de serotipos de rotavirus aislados en 
humanos, el 95% de ellos corresponden a los tipos Gl, G2, G3 y 
G4 en combination con P4 y P8, siendo G1P8 el mas prevalente 
en el mundo. Recientemente, se ha determinado la emergencia del 
serotipo G9 en diferentes regiones, siendo en algunas ya mas preva- 
lente que Gl. No hay un patron definido de circulation de serotipos. 
En general co-circulan 2 6 mas diferentes y a menudo uno de ellos 
predomina sobre los otros durante 16 2 anos, para ser reemplazado 
despues por otro serotipo, posiblemente como consecuencia de una 
selection inmunologica. 

3.9.1. Epidemiologia de la infeccion por rotavirus en Argentina 

En 1995, la Sociedad Argentina de Virologia convoco a grupos de 
trabajo en el area a un taller de gastroenteritis virales con el objeto 
de organizar estudios colaborativos en el tema. De este taller y 
con el apoyo de la Direction de Epidemiologia del Ministerio de 
Salud de la Nation, surgio en 1996 un grupo de trabajo, al que se 
le dio el nombre de Grupo para el Estudio de las Diarreas Virales, 
formado por laboratorios y unidades centinelas en las ciudades de 
Buenos Aires, La Plata, Mar del Plata, Cordoba, Tucuman, Rosa- 
rio y Mendoza; y el Instituto Nacional de Microbiologia "Carlos 
G. Malbran", como laboratorio de referencia. Los objetivos de 
este grupo fueron examinar la information publicada e inedita 
de la epidemiologia de los rotavirus en la Argentina y realizar un 
relevamiento nacional de diarreas por rotavirus en ninos menores 
de tres anos hospitalizados por gastroenteritis aguda, utilizando 
un protocolo de trabajo comun. Los estudios analizados indicaron 
que en Argentina, los rotavirus son la causa mas frecuente de dia- 
rrea en los ninos, en general, asociados a la enfermedad diarreica 
severa. Se estimo que en la poblacion de menores de dos anos de 
edad, uno de cada ocho ninos requirio de atencion medica; y uno 
de cada treinta y uno fue hospitalizado por diarrea de etiologla ro- 
taviral. Los resultados del primer ano de relevamiento en los hos- 
pitales centinelas indicaron que el 9% de la internacion pediatrica 
es debida a diarrea aguda, detectandose rotavirus en el 42,1% de 
los casos estudiados. Se estimo que los rotavirus son responsables 
del 3,8% de las hospitalizaciones pediatricas. La internacion por 
diarrea (62%) y la internacion asociada a diarrea por rotavirus 
(71,3%) fue mayor durante el primer ano de vida. Se determi- 
ne un patron de circulation endemica de rotavirus, con picos de 
mayor incidencia entre los meses de abril y junio. Los resultados 
senalaron a los rotavirus como el principal agente etiologico de 
gastroenteritis aguda infantil en nuestro pais. La serotipificacion 
de las cepas circulantes determino que el 96% correspondio a los 
G tipos comunes 1-4, en su mayoria asociados al P tipo P1A[8], 
Los serotipos G5 y G9 tambien fueron detectados pero con fre- 
cuencias menores al 1%. 

Los datos citados fueron publicados en la Revista Panamerica- 
na de Salud Pi'tblica 1998;3(2)69-77; Revista Argentina de Micro- 
biologia 1999;31:1-12 y en el J Medical Virology 200 1 ; 1 -9. 

3.10 Inmunidad y resistencia del hospedador 

La respuesta inmune inducida por la infeccion natural y experi- 
mental con rotavirus ha sido extensamente estudiada en huma- 
nos y animales; y si bien cada modelo mostro caracteristicas pro- 
pias, se pudieron establecer las siguientes generalidades sobre 
los mecanismos inductores y efectores de la respuesta inmune 
frente a la infeccion por rotavirus: 


a) La primo-infeccion por rotavirus protege contra la enfennedad 
diarreica severa en las re-exposiciones subsecuentes. Los estu- 
dios prospectivos de ninos que cursaron primo-infeccion natu- 
ral por rotavirus permitieron establecer que la primo-infeccion 
provoca un cuadro clrnico importante, que en la mayoria de los 
casos requiere atencion medica y muchas veces hospitalization; 
mientras que la cllnica de las re-infecciones es moderada, leve o 
asintomatica. Este mecanismo es determinante en la inmunidad 
anti-rotavirus y es el criterio utilizado para evaluar la eficacia 
de las vacunas anti-rotavirus. 

b) La infeccion por rotavirus induce respuesta inmune local en in- 
testino y respuesta inmune sistemica. La inmunidad inducida es 
celular y humoral, homotfpica y heterotlpica, debido a que algu- 
nos serotipos comparten epitopes neutralizantes. Asi, la infeccion 
primaria por rotavirus induce anticuerpos neutralizantes seroti- 
pos G y P especificos (respuesta homotipica) y en menor medida 
contra otros serotipos (respuesta heterotlpica). Esto hace que si 
la re-infeccion es con una cepa de igual serotipo que la primera, 
tendra un curso subclinico o muy leve; si por el contrario es con 
un serotipo diferente al primero, la enfennedad diarreica sera mo- 
derada o leve y muchas veces subcllnica, dependiendo del tiempo 
transcurrido entre la primo-infeccion y la re-exposicion al virus. 
Las infecciones repetidas tienden a ampliar el rango de serotipos 
contra los que se adquiere inmunidad protectora, llegando asi a 
la situation en la que las re-infecciones son asintomaticas. 

c) Se requiere un umbral minirno de anticuerpos IgA secretores e 
IgA / IgG sericos para la protection en la re-exposicion al virus. 
Asi, la inmunidad local y sistemica se complementan. La inmu- 
nidad local es la responsable del bloqueo del ciclo del virus en 
el intestino, por lo tanto es imprescindible para la protection. La 
inmunidad sistemica es el respaldo de la inmunidad local, ya que 
por trasudacion, los anticuerpos sericos llegan al lumen intesti- 
nal. Mientras mas alto sea el titulo de anticuerpos sericos, mayor 
concentration llegara al lumen intestinal, alcanzando el umbral 
que se requiere para la respuesta protectora. 

d) La inmunidad celular T CD8 + desempena un rol importante en la 
resolution de la infeccion primaria, confiriendo protection total 
durante las 2 semanas posteriores a la infeccion y parcial en los 3 
meses subsecuentes. La respuesta humoral es timo dependiente, 
ya que los linfocitos CD4 + estan involucrados en el desarrollo de 
una respuesta humoral eficiente a nivel local y sistemico. 

e) El amamantamiento protege contra la infeccion por rotavirus 
porque disminuye la exposition al virus y transfiere anticuerpos 
y factores inespecificos protectores. La mayor parte de la inmu- 
noglobulina en la leche matema es de isotipo IgA, la que cubre la 
superficie mucosa intestinal del lactante, confiriendo protection. 
Tambien se ha identificado en la leche matema un complejo de 
mucinas, fibre de inmunoglobulina, que tiene la potencialidad de 
unirse a los rotavirus e inhibir la replication viral. 

3.11 Diagnostico de LA INFECCION por rotavirus 

Muestra clmica: se requiere una muestra de materia fecal, obtenida 
dentro de los 5 dias de iniciados los sintomas, sin ningun agrega- 
do de conservantes ni medio de transporte. Si se va a demorar el 
procesamiento, la muestra se debe conservar a 4° C; si el tiempo se 
prolonga mas de 3 dias, se recomienda congelarla. En casos en que 
no sea posible obtener heces del paciente, se debe recortar un trozo 
del panal embebido en materia fecal y obtener la muestra por elusion, 
preferentemente con el buffer del equipo diagnostico a utilizar o un 
buffer TRIS-C1H. 

La detection de rotavirus en muestras fecales se puede realizar 
por diferentes tecnicas, segun se quiera poner en evidencia la par- 
ticula viral, el acido nucleico o proteinas virales ( Tabla 21.5). 

Tecnicas diagnosticas. La microscopia electronica fue el pro- 
cedimiento que permitio el descubrimiento de los rotavims. Hoy es 
utilizado solo en laboratorios de investigation ya que no es practico 
a los fines diagnostics por requerir un operador entrenado y un 
microscopio electronic. Apartir de la decada del 80, y por muchos 
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Condicion 

socio- 

economica 

Total (xIOOO) 

% medio de 
muertes totales 
por diarrea 
(rango) 

% medio de 
hospitalizaclones 
por rotavirus (x 
1000 rango) 

Media de muertes 
por rotavirus 
(x 1000 rango) 

Riesgo de 
muerte por 
rotavirus 

Nacimientos 

Muertes 

Baja 

70 447 

8 595 

21 (17-30) 

20 (16-27) 

361 (289-487) 

1 en 205 

Media-Baja 

37 402 

1 609 

17 (11-23) 

25 (20-33) 

69 (55-90) 

1 en 542 

Media-Alta 

11 520 

366 

9 (5-17) 

31 (25-42) 

10 (8-14) 

1 en 1 152 

Alta 

9 931 

60 

1 

34 (28-38) 

<1 

1 en 48 680 


Tabla 21.4. Estimacion global de la enfermedad dlarreica y muerte por rotavirus en ninos menores de 5 anos de edad, segun condi- 
tion socio-economica. Tornado de Parashar y col., Emerging Infectious Diseases, Vol 9, 2003. 


) Corpus 
Editorial 


anos, la electroforesis en geles de poliacrilamida file la tecnica mas 
utilizada, permitiendo la identification inequlvoca de los rotavirus 
grupo A, debido al patron caracterfstico de migration de los seg- 
mentos del genoma viral. Esta tecnica, si bien es la de referenda, 
es laboriosa y requiere de personal entrenado, por lo que su uso no 
es corriente en laboratorios de diagnostico virologico. 

Desde hace aproximadamente 20 anos, estan disponibles tec- 
nicas inmunologicas de tamizaje, basados en la detection del antl- 
geno del grupo A. Entre estos se cuentan los ELIS As de diferentes 
marcas comerciales, cuya utilization se ha difundido a laboratorios 
de mediana complejidad, lo que ha pennitido disponer del diagnos- 
tico para rotavirus en ambitos asistenciales. Otras tecnicas inmuno- 
logicas son la inmunocromatografia y la aglutinacion de particulas 
de latex, que tecnicamente son muy simples de realizar, se obtiene 
el resultado en pocos minutos y no requieren de equipamiento es- 
pecial, por lo que son de gran utilidad en laboratorios de baja com- 
plejidad. Por ultimo, la genotipificacion de los rotavirus se realiza 
por RT-PCR. Este procedimiento esta restringido a laboratorios de 
investigation ya que a los fines diagnosticos no se requiere la de- 
termination de serotipo. 

La election del tecnica diagnostica dependera del nivel de com- 
plejidad del laboratorio, del volumen de muestras a procesar y de la 
information que se requiera obtener. 


3. 12 Tratamiento 


El unico tratamiento para la diarrea por rotavirus es el de soporte, 
esto es, la reposition del liquido y los electrolitos perdidos para 
evitar la deshidratacion del paciente. "Reponer los lfquidos perdi- 
dos" ha sido durante siglos el tratamiento habitual para la diarrea 
en muchas culturas del mundo. Una de las primeras referencias, 
que prescribe "cantidades profusas de agua con melaza y sal" se 
encuentra en un documento del medico indio Sushruta, escrito apro- 
ximadamente 1.500 anos antes de Cristo. Tambien se encuentra 
referencia a este tipo de terapia casera en la tradition occidental. En 
1793, Benjamin Franklin publico una edition del libro de William 
Park Cada hombre es su propio medico , en el que recomienda que 
una persona con purgacion (diarrea) prepare inmediatamente dos 
galones de caldo ligero (de polio hervido) y lo beba todo en el 
espacio de dos horas. Advierte que "Algo saldra por arriba. Algo 
se ira por abajo y limpiara tu estomago de tal manera que te hara 
sentir bien antes de lo que esperas". Desde entonces se han utili- 
zado empiricamente en el mundo bebidas saladas y/o azucaradas, 
infusiones de hierbas varias y formulaciones diferentes para sopas y 
caldos. Hacia finales de los anos 70 las practicas antiguas encontra- 
ron sustento cientlfico con el descubrimiento de que en el intestino 
delgado, el transporte de sodio y de glucosa son dependientes, de 
manera que la glucosa acelera la absorcion de agua y electrolitos. 
Este file quizas el avance medico mas importante del siglo XX, ya 
que a partir de el, se formularon las sales de rehidratacion oral. La 
solution estandar de sales de rehidratacion oral contiene 3,5 g de 
cloruro de sodio, 2,5 g de bicarbonato de sodio, 1,5 g de cloruro de 
potasio y 20 g de glucosa, disueltos en 1 litro de agua. En la actua- 
lidad, la terapia de rehidratacion oral es el pilar del tratamiento de la 


diarrea aguda. Este metodo barato, seguro y sencillo de suministrar, 
ha probado sin duda su eficacia, salvando alrededor de un millon de 
vidas de ninos cada ano en el mundo, segun informes de la Organi- 
zation Mundial de la Salud. 

3.13 Profilaxis 

La prevention de la enfermedad diarreica por rotavirus supone dos 
vertientes de acciones. Una orientada a mejorar las condiciones sa- 
nitarias del medio y socioeconomicas de la poblacion y a realizar 
campanas sistematicas de education sanitaria. La poblacion debe 
recibir information en cuanto a la urgencia de administrar al pa- 
ciente sales de rehidratacion oral para evitar la deshidratacion y 
el uso de soluciones desinfectantes como el hipoclorito de sodio, 
para evitar la diseminacion de la infection. (Ver Capitulo de Virus 
transmitidos por agua y alimentos.) 

La otra vertiente de action preventiva supone acceder a vacunas 
efectivas y seguras, hoy disponibles en el mercado. 

3.13.1 Vacunas 

El desarrollo de vacunas anti-rotavirus ha tenido como objetivo 
la obtencion de una vacuna de administration oral, a virus vivo 
atenuado, capaz de replicar en forma limitada en el intestino para 
no causar el cuadro cllnico, pero de manera suficiente como para 
inducir una respuesta inmune protectora de la diarrea severa ante la 
re-exposition al virus. 

Las estrategias de desarrollo de vacunas han sido fundamen- 
talmente dos. La primera, basada en el uso de una sola cepa de 
rotavirus, de origen animal o humana (denominadas vacunas mo- 
novalentes); y la segunda basada en el uso de mas de una cepa 
de rotavirus (vacunas multivalentes). Estas ultimas incluyen varios 
serotipos virales y son producto de reordenamientos genicos entre 
virus de origen animal y humanos. 

Formulas Vacunales 

Vacunas monovalentes. La observation de que los rotavirus 
animales y humanos, grupo A, comparten el antigeno de grupo, 
estimulo el desarrollo de vacunas tipo Jenneriana, utilizando una 
cepa animal para inmunizar humanos. Las vacunas Jennerianas de- 
sarrolladas utilizan cepas de origen bovino, ovino y simiano. Los 
estudios de eficacia de estas vacunas no han dado resultados conclu- 
yentes, sugiriendo que la inmunidad heterologa seria transitoria y 
menos efectiva que la homologa. La protection conferida por estas 
vacunas mostro un rango muy amplio de eficacia, con valores entre 
0 y 76% para la protection contra la diarrea por rotavirus y entre 0 y 
100% contra la diarrea severa en la re-exposition al virus. El mayor 
porcentaje de eficacia se obtuvo en los estudios de campo realizados 
en Venezuela, donde el serotipo circulante en la comunidad, G3, file 
el mismo que el contenido en la formula vacunal. Esto hizo suponer 
que la induction de la inmunidad deberla ser serotipo-especlfica 
para alcanzar una mayor protection. 

El desarrollo de vacunas heterologas monovalentes fue aban- 
donado y reemplazado por el uso de virus de origen humano. Esta 
estrategia es la base de la vacuna Rotarix®, licenciada para su 
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Tecnica 

Deteccion 
basada en: 

Fundamento 

Information 

obtenida 

Sensibilidad 

Especificidad 

Microscopia 

Electronica 

Particula viral 
completa 

Tincion negativa con acido 
fosfotungstico o acetato de 
uranilo 

Virus de 
la Familia 
Reoviridae 

70-80% 

1 00% 

Electroforesis 
en geles de 
poliacrilamida 

Acido nucleico 
viral 

Separacion electroforetica en 
matriz de poliacrilamida de 
los 11 segmentos del genoma 
viral 

Rotavirus 
grupo A 

85-95% 

1 00% 

Enzimoinmuno 

ensayo 

Proteina VP6 

Anticuerpo anti-VP6 grupo A 
+ rotavirus + anticuerpo anti- 
rotavirus marcado con enzima 

Rotavirus 
grupo A 

95-100% 

90-95% 

Reaccion de 
aglutinacion de 
particulas de latex 

Proteina VP6 

Anticuerpo anti-VP6 grupo 

A recubriendo particulas de 
latex + rotavirus 

Rotavirus 
grupo A 

80-90% 

80-90% 

Transcripcion 
inversa - Reaccion 
en cadena de la 
polimerasa 

Acido nucleico 
viral 

Amplificacion de los 
segmentos genomicos 
codificantes para VP7 y 

VP4 con primers serotipo- 
especificos 

G tipos y P 
tipos 

90-95% 


Inmunocromatografla 

Proteina VP6 

Anticuerpo anti-VP6 grupo 

A unido a microesferas de 
poliestireno; migration en 
membrana de cromatografla 

Rotavirus 
grupo A 

84-99% 

78-100% 


Tabla 21.5. Tecnicas diagnosticas para la deteccion de rotavirus grupo A. 


comercializacion y en el mercado argentino desde marzo 2006. La 
cepa de la formula vacunal es P1A[8]G1, que corresponde al sero- 
tipo mas prevalente a nivel mundial. Esta vacuna induce una alta 
inmunidad homotfpica, pero tambien, por reaccion cruzada, inmuni- 
dad heterotipica contra otros serotipos de rotavirus no presentes en 
la vacuna. Los estudios de eficacia de esta vacuna demostraron una 
proteccion global del 70% contra la diarrea por rotavirus y del 86% 
contra la diarrea grave; y un 85% de reduccion de hospitalizacion 
por rotavirus. Los porcentajes expresados corresponden al valor 
medio de los estudios realizados. 

Vacunas reasociadas multivalentes. Con base en la capaci- 
dad de los rotavirus para reasociar segmentos genomicos frente a 
presiones inmunologicas durante una co-infeccion, se formularon 
vacunas conteniendo una cepa de rotavirus de origen animal re- 
combinada con cepas de origen humano de diferentes serotipos, 
generando vacunas multivalentes que contienen proteinas VP7 de 
los serotipos humanos prevalentes. La vacuna tetravalente recombi- 
nante simio-humana fue la primera vacuna anti-rotavirus licenciada 
en el mundo (ano 1998, vacuna Rotashield®). En estudios clinicos 
demostro ser eficaz para la proteccion contra la enfermedad severa 
en la re-exposicion al virus, pero un ano despues de su aplicacion 
se detecto una tendencia al desarrollo de invaginacion intestinal en 
ninos vacunados, por lo que fue retirada del mercado. Pocos anos 
mas tarde, otra vacuna multivalente (Rotateq®), de formulacion 
Gl, G2, G3, G4, P[8] fue licenciada y esta disponible en el mercado 
argentino desde noviembre de 2006. Esta vacuna demostro no tener 
asociacion con invaginacion intestinal y los estudios de eficacia 
determinaron que la proteccion conferida por esta vacuna se reflejo 
en la reduccion del 96% de hospitalizacion por rotavirus y del 98% 
de casos de diarrea severa en comparacion con el grupo placebo. 

El camino para el desarrollo de vacunas anti-rotavirus ha sido 
largo, pero finalmente ha resultado en la obtencion de dos vacu- 
nas que confieren proteccion significativa contra la diarrea grave 
por rotavirus. La incorporacion de estas vacunas en los programas 
ampliados de inmunizacion debera acompanarse de una vigilancia 
centinela para evaluar su impacto local en la disminucion de enfer- 
medad por rotavirus y en la dinamica de circulacion de serotipos. 


Esto permite identificar eventos no esperados asi como cambios 
en la epidemiologia y circulacion de serotipos de rotavirus. Ante 
la identificacion de cambios en la ecologia de rotavirus se podria 
requerir a futuro de modificaciones en las formulas y/o esquemas 
vacunales 

4. Virus del escenario epidemico 

El escenario epidemico de la gastroenteritis por rotavirus grupo A 
y Norovirus se instala cuando individuos susceptibles se exponen 
a una fuente comun de infeccion. Una vez instalada la infeccion, 
los casos primarios pueden transmitir el virus a sus contactos, 
y de esta manera amplificar el brote. Esto va a depender funda- 
mentalmente de la estabilidad del virus en el medio, del grupo 
etario susceptible a ese virus y del perlodo de excrecion viral de 
los individuos infectados. De esta manera, un brote epidemico 
puede quedar circunscrito al grupo de primoinfectados o propa- 
garse la enfermedad a los contactos. El mejor ejemplo de brotes 
circunscritos es el de los producidos por los rotavirus grupo A en 
guarderfas, debido a que los contactos de los lactantes infectados 
son en su mayorfa individuos adultos inmunes a rotavirus, en los 
que la re-infeccion es asintomatica. Por el contrario, los brotes 
por Norovirus, tienen una alta tasa de ataque secundario, como 
consecuencia de que bajas dosis infectivas son suficientes para 
infectar contactos, que los individuos infectados pueden excretar 
virus hasta dos semanas de iniciado el cuadro clinico, que el virus 
puede transmitirse por alimentos o agua contaminada, pero tam- 
bien persona a persona por via fecal-oral o por fomites y que el 
virus es muy estable en el medio. A esto se agregan la alta varia- 
bilidad antigenica entre cepas de Norovirus y la corta inmunidad 
que genera la primoinfeccion, que hacen que una alta proporcion 
de individuos de todos los grupos etarios sea susceptible de in- 
fectarse. Se estima que del total de individuos expuestos, el 80% 
se infectan y de estos, el 70% enferman. Los Norovirus son hoy 
reconocidos como los agentes etiologicos mas frecuentes de gas- 
troenteritis epidemica y de brotes de enfermedades transmitidas 
por alimentos. Se los ha identificado en el 95% de las epidemias 
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de diarrea no bacterianas y entre el 45 y 80% de brotes de origen 
alimentario. El diagnostico puede realizarse por ELISAs y por RT- 
PCR. Sin embargo, debido a la alta diversidad antigenica de los 
norovirus, estas tecnicas estan limitados a la deteccion de algunas 
cepas, lo que resulta en la sub-estimacion de la participation de 
estos virus en la etiologla de brotes de diarrea. 

Finalmente, los rotavirus grupo B son tambien virus del es- 
cenario epidemico, que tienen la particularidad de producir epi- 
demias de diarrea en China. La mayor se registro entre los anos 
1982 y 1983, afectando a alrededor de un millon de individuos, 
en su mayorla adultos. Se desconocen las causas que limitan 
la diseminacion de los rotavirus grupo B a otras regiones del 
mundo. 
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22.1 

Virus de la Inmunodeficiencia Humana 

(HIV - Human Immunodeficiency virus)-. Aspectos Virologicos 

Manuel Gomez Carrillo 


Entre octubre de 1980 y mayo de 1981 se denunciaron al Centro 
de Control de Enfermedades de los Estados Unidos, Centers for 
Disease Control (CDC), cinco casos de neumonlas por Pneumo- 
cystis carinii (conocido en la actualidad como Pneumocystis ji- 
rovecii) provenientes de distintos hospitales de la ciudad de Los 
Angeles, EE.UU. Los casos fueron descriptos en varones homo- 
sexuales jovenes y algunos de ellos presentaban -ademas- candi- 
diasis oral y/o esofagica y manifestaciones clfnicas de infeccion 
por citomegalovirus (CMV). Las descripciones del inusual sin- 
drome permitian especular acerca de una grave inmunodeficiencia 
relacionada con las celulas T. Al poco tiempo de informados estos 
casos comenzaron a revelarse casos similares en otras ciudades 
de EE.UU. y Europa. Dadas las caracterfsticas clfnicas y epide- 
miologicas de este smdrome se propuso denominar Smdrome de 
Inmunodeficiencia Adquirida (SIDA) a esta enfermedad, mien- 
tras cobraba fuerza la hipotesis de que la misma era transmisible 
a traves de un contacto Intimo que involucrara la superficie de 
mucosas, como ocurre en el contacto sexual. La descripcion de 
casos de SIDA en usuarios de drogas inyectables, hemofflicos y 
transfundidos indicaba la importancia de su transmision parente- 
ral. Posteriormente se determino la transmision vertical del agente 
involucrado. 

En 1983 surgieron los primeros trabajos vinculando al SIDA 
con un retrovirus de caracterfsticas similares al virus Linfotropico 
T Humano (HTLV). El virus aislado en Francia por Barre-Sinoussi 
y col. de un paciente con SIDA file denominado LAV ( Lymphade - 
nopathy associated virus ) mientras que el aislado en los Estados 
Unidos por Gallo y col. se designo HTLV-III por su similitud con 
los dos retrovirus linfotropicos humanos descriptos previamente. La 
secuenciacion nucleotidica demostro, anos mas tarde, que ambos 
aislamientos correspondfan al mismo vims. 

En 1986 el Comite Intemacional de Taxonomia de Vims desig- 
no con la sigla HIV (vims de la inmunodeficiencia humana) al vims 
involucrado en el desarrollo del SIDA. Desde entonces la infeccion 
por HIV y el SIDA se han constituido en uno de los problemas 
sanitarios mas graves que haya enfrentado la humanidad desde el 
siglo XX. Desde el inicio de la epidemia, casi 60 millones de per- 
sonas se han infectado con el HIV y 25 millones de personas han 
fallecido por causas relacionadas a su infeccion. A fines del 2009 
el Programa para el SIDA de las Naciones Unidas ha estimado mas 
de 33 millones de personas infectadas, distribuidas en mas de 150 
paises. Durante el 2008 se produjeron alrededor de 2,7 millones de 
nuevas infecciones y 2 millones de defunciones relacionadas con 
HIV. Durante ese mismo ano nacieron 430.000 ninos con infeccion 
por HIV, con lo que se elevo a 2,1 millones el numero total de me- 
nores de 15 anos infectados. 

*1. Virus de la inmunodeficiencia humana 

Actualmente el HIV es agrupado dentro del genero Lentivirus al 
cual pertenecen diversos retrovirus animales, entre los que se en- 
cuentran -entre otros- los vims de la inmunodeficiencia simiana 
y felina (SIV y FIV) y el de la anemia infecciosa equina (EIAV). 
Hasta el momento han sido descriptos dos tipos del vims de la in- 
munodeficiencia humana, el HIV-1 y el HIV-2. Ambos se asocian 
al SIDA, pero las infecciones por el HIV-1 se encuentran amplia- 
mente difundidas a nivel mundial, mientras que las infecciones por 


el HIV-2, descuhierto en 1985, se encuentran circunscriptas a la 
region de Africa Occidental, al sur del Sahara, presentando solo 
casos esporadicos en el resto del mundo. En virtud de su importan- 
cia epidemiologica en este capitulo se describiran unicamente las 
caracterfsticas virologicas del HIV- 1 . 

1. 1 Estructura viral 

La particula viral madura, posee simetria icosaedrica con un dia- 
rnetro aproximado de 100 nm y una envoltura externa formada 
por la membrana plasmatica de la celula en que ha replicado, que 
contiene protefnas del hospedador y espfculas constituidas por las 
glicoproteinas virales gpl20 y gp41 (Fig. 22. 1.1). Por debajo de la 
envoltura viral se conforma una capside externa compuesta por la 
proteina pi 7 y hacia el interior una capside interna denominada 
core con forma conica y compuesta por la proteina p24. Dentro de 
este core se alojan las dos hebras no complementarias de RNA del 
genoma viral, protefnas asociadas a funciones reguladoras y varias 
moleculas de la enzima transcriptasa inversa (TR). 

El genoma del HIV-1 esta compuesto por dos cadenas de RNA 
de polaridad positiva y contiene alrededor de 9,8 Kilobases (Kb) 
con marcos de lectura abiertos que codifican para varias proteinas 
virales. En su organization genomica (Figura 22.1.2) se reconocen 
nueve genes, tres de los cuales son comunes a todos los retrovirus. 
Estos son el gen gag (codifica proteinas de la capside viral), pol 
(codifica para las enzimas virales transcriptasa inversa, proteasa e 
integrasa) y env (codifica para las proteinas de la envoltura). Los 
genes gag y pol se traducen ambos en poliprotefnas precursoras que 
posteriormente se clivan por la accion de la proteasa viral, (pro- 
ducto del gen pol) en proteinas estmcturales y enzimas maduras, 
respectivamente . 

Las dos proteinas de la envoltura, gpl20 y gp41 son clivadas a 
partir de un precursor mayor, gpl60, por la accion de una enzima 
celular. Los otros productos genomicos del HIV son Tat, Rev, Nef, 
Vpu y Vpr que intervienen en procesos regulatorios en distintos 
eventos de la replication viral y en procesos asociados a la pato- 
genesis. Un ejemplo de ello es el producto respectivo de los genes 
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Figura 22.1.1. Esquema del virus de la inmunodeficien- 
cia humana tipo 1 (HIV-1). 
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Figura 22.1.2. Genoma proviral del virus de la inmunodeficiencia humana tipo 1 y representacion esquematica de 
los productos de los genes estructurales. 
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Figura 22.1 .3A y 22.1 .3B. Ciclo replicativo del virus de la inmunodeficiencia humana tipo 1 . 
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Union al receptor ^ Union al correceptor ^ Penetracion de gp41 



Figura 22.1.4. Representation esquematica de la inte- 
raction entre las glicoproteinas de envoltura del HIV-1 y 
los receptores y correceptores cel u lares. 


vif y vpu que intervienen en la infectividad y maduracion de la 
partlcula viral y por otro lado la proteina codificada por el gen nef 
que se asocia a procesos de regulation negativa de la replication 
viral y de funciones celulares como la expresion de moleculas CD4 
y de histocompatibilidad de clase I (CMH-I) Los nueve genes del 
HIV-1 pueden agruparse en categorias de acuerdo a la funcion de 
los productos para los que codifican (Tab la 22.1.1). 

Ademas de los genes descriptos, el genoma viral esta flan- 
queado a cada lado por secuencias repetitivas denominadas LTR 
(long terminal repeats o repeticiones terminales largas) que con- 
tienen sitios de interaccion con protefnas celulares que pueden 
activar la transcripcion viral y que tambien estan bajo el control 
de senales virales. En virtud de una compleja regulacion, el HIV 
puede establecer latencia a nivel celular o responder a varias se- 
nales y sintetizar altos niveles de protefnas virales para completar 
el ciclo de replicacion. 

1.2 Replicacion 

La replicacion del HIV abarca varias etapas (Figura 22.1.3): 

• Adsorcion y penetracion 

• Sintesis de DNA proviral por transcripcion inversa 

• Integration 

• Expresion y transporte de RNA viral 

• Ensamblaje, egreso y maduracion 

1.3 Entrada 

La adsorcion del HIV a las celulas bianco esta mediada por la mo- 
lecula CD4, a traves de interacciones de alta afinidad con la glico- 
proteina gpl20. El receptor CD4 esta presente en abundancia sobre 
la superficie de linfocitos T inmaduros y linfocitos T de ayuda ( hel- 


per ) CD4+, mientras que se encuentra en menores concentraciones 
sobre monocitos, macrofagos y celulas dendrfticas presentadoras 
de antfgeno. 

1.3.1 Ciclo replicativo del virus de la 
inmunodeflciencia humana tipo 1 (HIV-1) 

La union virus-celula, lleva al proceso de fusion de membranas, el 
cual es facilitado por la glicoproteina de envoltura gp41 y por los 
receptores para quimioquinas CXCR4 y CCR5 que actuan como 
correceptores (Figura 22.1.4). 

Las celulas de estirpe macrofagica generalmente expresan co- 
rreceptores del tipo CCR5, mientras que muchas poblaciones de 
linfocitos pueden expresar ambos tipos de correceptores o unica- 
mente del tipo CXCR4, dependiendo de su estadio ontogenico, acti- 
vation, reposo o memoria. Por esta razon la diferenciacion de cepas 
del HIV en base al tropismo (macrofagotropicas vs linfotropicas) 
resulta poco adecuada, mas aun cuando se han identificado otros 
receptores que favorecerian una expansion del tropismo celular. 

Una vez que la gpl20 interactua con la molecula CD4 y algun 
correceptor, se establecen cambios conformacionales que permiten 
a la gp41 quedar expuesta a la membrana celular y perforarla. La 
entrada del virus a la celula ocurre como consecuencia de la fusion 
de membranas virales y celulares, fenomeno en el cual la glico- 
proteina de transmembrana (gp41) posee un papel activo. Como 
resultado de la fusion, el complejo nucleoproteico viral ingresa al 
citoplasma y posteriormente se disgrega liberando el genoma. 

Ademas de estas interacciones moleculares, estudios desa- 
rrollados en los ultimos anos han permitido establecer con mas 
detalle las interacciones entre el virus y las celulas dendrfticas 
(CDs). Estas celulas expresan en su superficie moleculas deno- 
minadas "DC-SIGN" que interactuan naturalmente como ligan- 
dos de moleculas de adhesion presentes en linfocitos, siendo esta 
interaccion necesaria en los procesos de presentation antigenica ,"sSB 
en la region para-cortical ganglionar. El HIV-1 puede interac- 
tuar, a traves de ciertos dominios de la gpl20 con moleculas 
DC-SIGN expresadas en la superficie de las celulas dendrfti- 
cas, internalizandose mediante endocitosis, aunque sin infectar 
a la celula y manteniendo su infectividad. Por medio de este 
mecanismo el HIV puede infectar en trans (trans-infection) a 
linfocitos que interactuan con la celula dendrftica en la region 
para-cortical y diseminarse a traves de ellos al resto del organis- 
mo. Este fenomeno parece ser crucial en el establecimiento de 
la infection a traves de las mucosas. 

1.4 Sintesis de DNA proviral 

Despues de la entrada del RNA viral a la celula ocurre la transcripcion 
inversa, mayormente en el citoplasma, la que es catalizada por la enzi- 
ma transcriptasa inversa que tiene al menos tres funciones: polimerasa 
de DNA dependiente de RNA, polimerasa de DNA dependiente de 
DNA y ribonucleasa (RNAsa H). 


Tipos de genes 

Denomination 

Funcion 

Estructurales 

gag 

Codifica para las proteinas de la capside viral: p24, pi 7, p7 y p6 


pol 

Codifica para plO (proteasa), p66/51 (transcriptasa inversa) y p32 (integrasa) 


en v 

Codifica para las glicoproteinas de la envoltura gp120 y gp41 

Auxiliares 

tat 

Codifica para pi 4: aumenta la transcripcion del RNA viral 

regulatorios 

rev 

Codifica para pi 9: regula la expresion del RNA viral 

Accesorios 

nef 

Codifica para p27: aumenta la infectividad, disminuye la expresion de CD4 y CMH-I 
en la superficie celular 


vpr 

Codifica para pi 5: favorece infection de celulas en reposo 


vpu 

Codifica para pi 5: favorece la liberation viral 


vif 

Codifica para p23: aumenta la infectividad de las particulas virales 


Tabla 22.1.1. Tipos y funciones de los genes del HIV-1. 
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Figura 22.1 .5. Representation esquematica de la estructura del LTR 5’ del DNA proviral del HIV-1 . (Adaptado de Fields 
Virology, 4 a edicion, 2001). 
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Figura 22.1.6. Relaciones filogeneticas entre grupos y subtipos del virus de la inmunodeficiencia humana tipo 1, 
basadas en secuencias del genoma completo. 
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Tipo 

Grupo 

Subtipos 

Distribucion 

HIV-1 

M 

A-K 

Universal y endemicos en Africa 


0 


Camerun 

Gabon 

Congo 

Guinea ecuatorial 


N 


Camerun 

HIV-2 


A-F 

Todos endemicos en Africa 


Tabla 22.1.2. Grupos, subtipos y distribucion del virus de la inmunodeficiencia humana tipos 1 y 2. 


La polimerasa de DNA (RNA-dependiente) genera una hebra 
negativa de DNA y luego la actividad de DNA polimerasa DNA- 
dependiente genera una cadena positiva, que -a su vez- hibrida con 
la anterior para formar un DNA de doble cadena. Los productos 
finales de la transcripcion inversa son moleculas de DNA de do- 
ble cadena que son mas largas en cada extremo que el RNA viral, 
debido a la duplicacion del LTR, promovida por un "salto" de la 
transcripta inversa sobre el templado de RNA. A estas moleculas 
de DNA se las denomina "provirus". 

1.5 Integracion 

EL DNA proviral de doble cadena se transporta al nucleo de la 
celula, donde el primero se integra al DNA cromosomico del hos- 
pedador. La protelna p 17 de matriz tiene un papel importante para 
dirigir el complejo de integration hacia dentro del nucleo de la 
celula hospedadora. 

La reaccion de integracion es catalizada por la integrasa viral 
que se encuentra asociada al complejo nucleoproteina. La integrasa 
primero separa dos nucleotidos del extremo 3’ del DNA proviral y 
luego cliva el DNA del hospedador. Esto se continua con la inser- 
tion del provirus dentro del DNA de la celula hospedadora. Una vez 
integrado, el provirus permanece asociado con el material genetico 
del hospedador durante toda la vida de la celula. En esta etapa la 
replication viral puede quedar interrumpida o pueden transcribirse 
activamente los genomas virales. Esto dependent fundamentalmen- 
te del tipo celular y su estado de reposo o activation. 

1.6 Expresion y transporte de RNA 

La transcripcion del genorna viral requiere una serie de meca- 
nismos complejos que involucran tanto factores virales como 
celulares. Las senales de activation y proliferation celular re- 
sultan en la union de factores de transcripcion al LTR correspon- 
diente al extremo 5’ del RNA viral y llevan a la iniciacion de 
la transcripcion viral (Figura 22.1.5). Como se ha mencionado 
anteriormente, los genes tat y rev codifican para proteinas cla- 
ves que regulan la expresion de genes virales estructurales y la 
replication, mientras que nef, vif, vpu y vpr son determinantes 
de virulencia viral. 

El LTR esta dividido en 3 sub-regiones funcionales denomina- 
das R (repeat), U5 y U3. El LTR correspondiente al extremo 5’ es 
adyacente a la secuencia Hder del gen gag (GLS). El dominio po- 
tenciador de la transcripcion ( enhancer ) contiene 3 sitios de union 
para los factores de transcripcion Spl y dos para NF-kB. El inicio 
de la transcripcion esta localizado entre las regiones U3 y R. El 
transcripto de RNAde HIV-1 se inicia en la region R y contiene el 
elemento TAR que interactua con la proteina transactivadora Tat y 
ciclinas celulares (ciclinaTl). 

Los transcriptos primarios de RNA sintetizados a partir del 
provirus por action de la enzima celular RNA polimerasa II cons- 
tituyen por un lado los mensajeros para la sintesis de poliproteinas 
virales y por otro los genomas de HIV que seran incorporados en 
los viriones nuevos. Todas las proteinas virales estructurales se sin- 
tetizan como poliproteinas. Las proteinas reguladoras se transcriben 
de RNAm procesados. 


1.7 Ensamble, egreso y maduracion 

El ensamble incluye el procesamiento y la glucosilacion de las pro- 
teinas de la envoltura y la miristilacion del extremo N-terminal del 
elemento pi 7 en las poliproteinas Gag y Gag-Pol. Las proteinas 
derivadas del gen gag tienen un papel fundamental para reclutar 
proteinas tanto virales como de la celula hospedadora dentro de 
las partlculas virales. Se cree que el RNAm viral no procesado es 
reclutado para el proceso de ensamble por el precursor de Gag. Sin 
embargo, la localization y la naturaleza de la serial de empaqueta- 
miento en el RNA viral no procesado no se han dilucidado aun. Se 
sabe que el dominio p7 del precursor Gag (p55) es indispensable 
para la interaccion especifica con el RNA viral. 

En general, todos los componentes virales as! como los elemen- 
tos derivados de la celula hospedadora -como por ejemplo el com- 
plejo mayor de histocompatibilidad- estan concentrados en el area 
de la membrana celular donde ocurre la liberation viral. Algunas 
proteinas virales permiten optimizar los procesos de ensamblaje y 
liberacion viral. Un ejemplo de ello es la proteina Vpu que promue- 
ve la degradation de moleculas CD4 en el proteasoma, mecanismo 
por el cual se evitan interacciones entre las moleculas gpl20 y CD4 
dentro de la celula, lo que afectaria el ensamblaje y la infectividad 
viral. Por otra parte, otra proteina viral derivada del gen vif, ha 
demostrado ser un factor de infectividad esencial para el HIV-1. 
Esta proteina se asocia a las particulas virales en el ensamblaje 
limitando la actividad de enzimas celulares que otorgan "resisten- 
cia" natural a la infeccion. Un ejemplo de este tipo de enzimas es la 
"APOBEC" (con actividad citidina-deaminasa) que interfiere en el 
proceso de transcripcion inversa, alterando la composition nucleo- 
tldica del RNA y DNA, y favoreciendo la acumulacion de adeninas 
(por hipermutacion G/A) resultando en la generacion de genomas 
provirales defectivos. Vif es esencial para la degradation de estas 
enzimas aumentando la permisividad celular al HIV. 

La liberacion de los viriones puede producirse rapidamente pro- 
vocando la lisis celular, o bien en forma mas lenta manteniendo la 
integridad de la celula. Al igual que otros retrovirus, la maduracion 
de la partlcula ensamblada ocurre una vez liberada y por action de 
la proteasa viral. 

2. Origen, variabilidad y diversidad del HIV 

Desde el descubrimiento de los dos lentivirus humanos (HIV-1 y 
HIV-2) comenzaron a fonnularse diversas hipotesis acerca del origen 
de ambos y de la emergencia de la pandemia. Diversos estudios viro- 
logicos y la biologla molecular han permitido establecer relaciones 
entre el HIV y otros lentivirus animales, especialmente los simianos. 
Los lentivirus, en general, han demostrado poseer un alto grado de di- 
versificacidn. Como consecuencia de esta extraordinaria plasticidad 
genetica, no resultaria extrana la generacion de nexos interespecies 
con capacidad adaptativa a un nuevo hospedero a corto plazo. 

En estudios mas recientes se identificaron los reservorios prima- 
tes de los ancestros virales del HIV-1 y del HIV-2. En primates de la 
especie sooty mangabey ( Cercocebus atys) se identified un virus de 
la inmunodeficiencia simiana denominado SIVsm que corresponde 
al linaje del cual deriva el HIV-2. Por otro lado, en chimpances 
( Pan troglodytes troglodytes) se ha identificado al virus SIVcpz que 
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Denomination 

Distribution 

CRF01 AE 

Tailandia, Africa, China 

CRF02 AG 

Africa, EE.UU. 

CRF03 AB 

Rusia 

CRF04 cpx 

Grecia, Chipre 

CRF05 FD 

RDC 

CRF06 cpx 

Mali, Burkina Faso 

CRF07 BC 

China 

CRF08 BC 

China 

CRF09 cpx 

Senegal 

CRF10 CD 

Tanzania 

CRF11 cpx 

RDC 

CRF12BF 

Argentina, Uruguay 

CRF13 cpx 

Camerun 

CRF14 BG 

Espafia 

CRF15 01 B 

Tailandia 

CRF16 A2D 

Kenia, Corea, Argentina 


Tabla 22.1.3. Formas recombinantes circulantes del HIV- 
1, grupo M. Se mencionan las primeras 16 CRFs descrip- 
tas desde 1996 hasta 2004. En junio de 2013 el numero de 
CRFs identificadas ascendia a 55. 


se relaciona con el HIV-1. La frecuente caza y capture masiva de 
estas especies simianas con fines alimenticios en ciertas regiones 
del continente africano son una fuerte evidencia epidemiologica de 
que ambos virus han pasado al hombre en eventos de transmision 
zoonotica independientes. Estudios filogeneticos y epidemiologicos 
han permitido establecer que probablemente estos saltos de retrovi- 
rus simianos al humano ocurrieron aproximadamente entre los anos 
/p\ corpus 1930 y 1940. 

Editorial 

2.1 Variabilidad 

El HIV es reconocido en la actualidad como uno de los ejemplos 
mas paradigmaticos de variabilidad y diversidad genetica viral. La 
variabilidad tiene origen en distintos eventos que, en su conjunto, 
determinan la generation de cuasiespecies de gran impacto a nivel 
del control inmunologico, el curso o evolution de la infection y el 
exito de la terapeutica antiviral. Se ha definido como cuasiespecie a 
una unidad replicativa dentro de una poblacion de genomas heteroge- 
neos, relacionados pero no identicos. Este concepto ha sido utilizado 
principalmente en el estudio de virus a RNA y se suele aplicar a la 
estructura de la poblacion viral de HIV. Varios hechos estan asocia- 
dos a la generation de variabilidad genetica en la poblacion viral 
de un individuo infectado. Entre los mecanismos de generation de 
variantes en el curso de una infection puede mencionarse la carencia 
de lectura de prueba o proof-reading de la transcriptasa inversa, lo 
que lleva a que la tasa de error de 3,4 x 10' 5 cobre envergadura en 
virtud de la elevada replication viral que caracteriza al HIV. Por otra 
parte, las variantes generadas desde la infection temprana se acu- 
mulan pudiendo perdurar en diferentes poblaciones celulares. Las 
poblaciones de HIV-1 emergentes durante una infection poseen gran 
plasticidad genetica como consecuencia de estas mutaciones y del 
fenomeno de recombination. En los ultimos anos se ha determinado 
que la tasa de recombination en el HIV puede ser mas alta aun que 
la tasa de mutation, fenomeno que constituye un gran aporte a su 
extraordinaria variabilidad. 

2.2 TlPOS, SUBTIPOS Y RECOMBINANTES 

En la actualidad se reconoce que los dos tipos virales (HIV-1 y HIV- 
2) presentan distinta distribution en el mundo. Mientras el HIV-2 
es endemico en Africa Occidental y es esporadicamente detectado 
en Europa, EE. UU. y otros palses fuera del continente africano, el 
HIV-1 se ha distribuido extensamente en el planeta. Estos dos tipos 
virales no solo presentan diversidad en su distribution geografica, 


sino que poseen diferencias en su estructura genomica, diferencias 
antigenicas e inclusive patogenicas. 

Dentro del HIV-1 y a partir de estudios filogeneticos desarrollados 
en los ultimos anos, se han determinado tres grupos: el grupo M 
(main), el O (outlier) y el N (new) (Figure 22.1.6). 

Los miembros del grupo M se han diseminado ampliamente en el 
mundo. Incluye, hasta el momenta, al menos nueve subtipos o dados 
(A, B, C, D, F, G, H, J, K) (Tabla 22.1.2). 

Mas recientemente se caracterizaron variantes del HIV-1 que 
contienen secuencias derivadas de dos o mas subtipos, originadas 
como consecuencia del fenomeno de recombination entre genomas 
heterogeneos. El proceso de generation de recombinantes intersub- 
tipo comienza cuando una celula es co-infectada o sobreinfectada 
con variantes virales diferentes. Luego de un ciclo de replication, la 
progenie resultante puede contener viriones con las 2 moleculas de 
RNA diferentes (genoma pseudo-diploide) y estos virus, al infectar 
nuevas celulas, dar origen a genomas en mosaico como producto de 
la recombination que ocurre durante las primeras etapas del ciclo 
de replication subsiguiente. Este fenomeno es asociado a las acti- 
vidades de copy choice (election de copia) y strand displacement 
(desplazamiento de cadenas) de la transcriptasa inversa. Para que 
la recombination sea un mecanismo importante en la generation 
de variabilidad, los virus deben ser infecciosos a pesar de las mu- 
taciones o rearreglos geneticos que ocurran. Esto parece ser lo que 
ocurre en HIV debido a su gran plasticidad genetica que logra que 
aquellas variantes con mayor valor adaptativo sean una fuente cons- 
tante de posibles nuevos genotipos. 

Algunas de estas formas recombinantes se han diseminado en 
la comunidad dando origen a las denominadas CRF (circulating re- 
combinant form o formas recombinantes circulantes). Al momenta 
de escribir este capitulo ya se han descripto 55 CRFs cuya distribu- 
tion se asocia a diferentes poblaciones y regiones del mundo (Tabla 
22.1.3). 

La complejidad de la pandemia del HIV-1 con 3 grupos, 9 sub- 
tipos y al menos 16 formas recombinantes circulantes es evidente 
y este alto grado de diversidad no solo tiene efectos en el ambito 
epidemiologico y taxonomico. Entre las principales problematicas 
relacionadas con este tema, el diagnostico molecular, la terapeutica 
del SID A y el desarrollo de una vacuna serian las mas relevantes. 

3. Epidemiologi'a molecular del HIV-1 

La clasificacion del HIV-1 en subtipos es una herramienta mole- 
cular valiosa para el monitoreo de la epidemia a escala mundial. 
Globalmente, la poblacion de HIV-1 predominante corresponde 
al subtipo C seguido por el A, el B y las formas recombinantes 
CRF01 AE y CRF02 AG . 

La mayor diversidad de miembros del grupo M del HIV-1 se en- 
cuentra en Africa y esto es consistente con las evidencias del origen 
de la epidemia en ese continente (Figure 22.1.6). El subtipo C es el 
predominante en Africa del Sur y en la India. Dada la prevalencia de 
infection en estas regiones del mundo se considera que el subtipo C 
esta involucrado en aproximadamente el 50% de las infecciones por 
HIV-1 en todo el mundo. En Tailandia se establecieron dos epidemias 
separadas, una donde el subtipo B se ha diseminado ampliamente en 
usuarios de drogas inyectables y otra donde la forma recombinante 
CRF01_AE prevalece en la poblacion heterosexual. 

Estos datos demuestran claramente que la distribution de dife- 
rentes formas del HIV-1 es un proceso dinamico y permiten espe- 
cular sobre la mayor o menor capacidad de transmision de algunas 
variantes. 

En Europa, EE.UU. y Australia predomina el subtipo B, aunque 
se observa un incremento de infecciones por virus de otros subti- 
pos no B en los ultimos anos, especialmente en Europa y EE.UU., 
fenomeno atribuible a las crecientes migraciones humanas. 

La epidemiologfa molecular de HIV-1 en America del Sur 
muestra un perfil complejo. El subtipo B ha sido reconocido 
como predominante, aunque desde comienzos de la decada del 
90 se han identificado los subtipos F y C, y tambien recombi- 
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Figura 22.1.7. Distribucion geografica de los subtipos y algunas formas recombinantes del HIV-1. 


nantes B/F en Brasil, Argentina y Uruguay. La Argentina es el 
pars del continente americano que posee mayor proporcion de 
infecciones producidas por recombinantes intersubtipo (B/F). 
Trabajos realizados en la Argentina a partir del ano 2000 han 
permitido estimar una prevalencia cercana al 50% de infeccio- 
nes por recombinantes BF en nuestro pais. Sin embargo estas se 
relacionan con una alta frecuencia en poblaciones de individuos 
heterosexuales y usuarios de drogas inyectables, mientras que 


Bibliografia 

• Centers for Disease Control. "Pneumocystis pneumonia. Los An- 
geles". MMWR Morb Mortal Wkly Rep 1981; 30:250-2. 

• Centers for Disease Control. "Acquired immunodeficiency syn- 
drome (AIDS), update United States". MMWR Morb Mortal Wkly 
Rep 1983; 24: 309. 

• Domingo E, Holland JJ, Beibricher C, Eigen M. "Quasispecies: 
the concept and the word". En: Gibbs A., Calisher C, Garcia Are- 
nal F, eds. Molecular Basis of Virus Evolution. Cambridge: Cam- 
bridge University Press, 1995. 

• Freed EO, Martin MA. "HIVs and their replication". En: David M. 
Knipe; Peter M. Howley ; Diane E. Griffin; Robert A. Lamb; Malcolm 


en homosexuales masculinos esta proporcion parece ser mucho 
menor, predominando el subtipo B. 

El conocimiento de la diversidad asf como tambien de la dis- 
tribucion de los subtipos y formas recombinantes del HIV-1 en el 
mundo ha cobrado relevancia en los ultimos anos, principalmente 
ante las perspectivas del desarrollo de vacunas. El impacto de la 
diversidad en la eficacia de potenciales vacunas esta en estudio y 
aun no ha sido dilucidado. 


A. Martin; Bernard Roizman; Stephen E. Straus - (editors). "Fields 
Virology": Lippincott Williams & Wilkins (LWW). 4th edition . 2001 . 

• Harris RS, Liddament MT. "Retroviral restriction by APOBEC 
proteins". Nat Rev Immunol 2004; 4: 868-77. 

• Kijak GH, McCutchan FE. "HIV diversity, molecular epidemiology, 
and the role of recombination". Curr Infect Dis Rep 2005; 7: 480-8. 

• Korber B, Muldoon M, Theiler J, Gao F, Gupta R, Lapedes A, et 
al. "Timing the ancestor of the HIV-1 pandemic strains". Science 
2000;288:1789-96. 

• Stevenson, M. "HIV pathogenesis". Nat Med 2003; 9: 853 - 60. 








22.2 

Epidemiologia de la Infection por HIV 

Marfa Mercedes Avila - Marfa de los Angeles Pando 


1. Hiv/sida en el mundo 

El Sindrome de Inmunodeficiencia Adquirida (SIDA) representa la 
ultima etapa cllnica de la infection por el virus de la inmunodefi- 
ciencia humana (HIV). 

Segun estimaciones de ONUSIDA/OMS a fines del ano 2009 
(ONUSIDA, 2009), el virus ya habla infectado a mas de 60 millo- 
nes de personas en el mundo (Tabla 22.2.1). En ese momento se 
estimaba que mas de 25 millones de personas hablan fallecido a 
causa del SIDA y 33,4 millones (31,1-35,8 millones) vivian con 
HIV/SIDA. La mayorla de estos 33 millones de personas que vi- 
vian con HIV/SIDA estaban en el mundo en desarrollo y el 75 % de 
todas estas infecciones se deblan a la transmision heterosexual del 
HIV. En el ano 2008, la cifra estimada de nuevas infecciones por el 
HIV file de 2,7 millones (2,4 millones-3,0 millones). Se estima que 
para ese ano el numero de defunciones en el mundo por enferme- 
dades relacionadas con el SIDA fue de 2 millones (1,7-2, 4 millo- 
nes). Las mujeres representaban el 50 % de los adultos infectados. 
El virus se instalo finnemente entre las mujeres, para las que con 
mucha frecuencia el unico comportamiento de riesgo es tener rela- 
ciones sexuales con su pareja estable. Si bien en 1991 las mujeres 
representaban el 41% del total de personas viviendo con el virus, 
esta cifra aumento al 50%. La mortalidad anual relacionada con el 
HIV probablemente alcanzo su punto maximo en el 2004, ano en 
el que se registraron 2,2 millones (1,9 millones-2,6 millones) de 
defunciones. El numero estimado de defunciones relacionadas con 
el SIDA en 2008 es un 10% menor que en 2004. 

Desde el inicio de la epidemia en 1981, la distribution geogra- 
fica del HIV/SIDA en las distintas areas del mundo ha sido hetero- 
genea. El impacto a nivel socio-economico y la via de transmision 
predominante han sido distintos en cada region. 

En 2008, el numero estimado de nuevas infecciones por el HIV 
en ninos menores de 15 anos fue de 430 000 (230 000-610 000). 
La mayorla de estas nuevas infecciones probablemente surjan de 
la transmision vertical intrauterina, o durante el parto o como re- 


sultado de la lactancia. El numero de ninos infectados por el HIV 
en 2008 fue aproximadamente un 13% menor que en 2001. Africa 
subsahariana sigue siendo la region mas afectada en la epidemia 
mundial y representa el 71% de todas las nuevas infecciones por el 
HIV en 2008. Se estima que las dos terceras partes del total de per- 
sonas que viven con HIV estan en Africa subsahariana, asi como el 
77% del total de mujeres. Durante el 2005, en esta region fallecie- 
ron aproximadamente 2,4 millones de personas y unos 3,2 millones 
adquirieron la infeccion por HIV. 

Como se menciono precedentemente, en muchos palses el nu- 
mero anual de nuevas infecciones por el HIV disminuyo y la preva- 
lence del HIV entre las personas jovenes descendio (ONUSIDA, 
2009). En el mundo, la cobertura de los servicios para la preven- 
tion de la transmision materno- infantil del HIV aumento del 10% 
en 2004 al 45% en 2008, y la diminution en las nuevas infeccio- 
nes por el HIV en los ninos, en 2008, sugiere que estos esfuerzos 
salvan vidas. El aumento del acceso al tratamiento alcanza resulta- 
dos esperanzadores. 

La cobertura del tratamiento antirretroviral aumento del 7% en 
2003 al 42% en 2008, con una cobertura especialmente amplia en 
Africa oriental y meridional (48%). Si bien la rapida expansion del 
acceso al tratamiento antirretroviral ayuda a disminuir las tasas de 
mortalidad relacionada con el SIDA en varios palses y regiones, 
tambien contribuye a los incrementos en la prevalencia del HIV. 
(ONUSIDA, 2009). 

En America Latina, se estima que el numero de personas que 
viven con el HIV ha aumentado a 2,0 millones (1,8 millones-2,2 
millones). Durante el 2008, aproximadamente unas 77.000 perso- 
nas fallecieron de SIDA y se registraron unos 170 000 casos de 
nuevas infecciones por HIV. Brasil, Argentina y Colombia son los 
palses sudamericanos que presentan las mayores epidemias de la 
region. 

En Sudamerica, la epidemia se concentra generalmente en zo- 
nas urbanas y en determinadas subgrupos de la poblacion con com- 
portamientos de alto riesgo, como en hombres que tienen sexo con 


Personas que vivian con HIV 
en 2008 

Total 

Adultos 

Mujeres 

Menores de 15 anos 

33,4 millones 

31 ,3 millones 

16.7 millones 

2.7 millones 

(31 ,1-35,8 millones) 
(29,2-33,7 millones) 
(14,2-17,2 millones) 

(1 ,2-2,9 millones) 

Nuevas infecciones por HIV 
en 2008 

Total 

Adultos 

Menores de 15 anos 

2,7 millones 

2,3 millones 

450 000 

(2, 4-3,0 millones) 

(2, 0-2, 5 millones) 

(240 000-610 000) 

Defunciones causadas por el 
SIDA en 2008 

Total 

Adultos 

Menores de 15 anos 

2,0 millones 

1 ,7 millones 

260 000 

(1,7-2, 4 millones) 

(1, 4-2,1 millones) 

(150 000-410 000) 


Tabla 22.2.1. Resumen mundial de la epidemia de SIDA. Situacion de la epidemia de SIDA ONUSIDA/OMS - Diciem- 
bre de 2009. 
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hombres y en usuarios de drogas inyectables. La propagation del 
HIV a traves de equipos de inyeccion compartidos constituye una 
preocupacion creciente en varios pafses, particularmente en Argen- 
tina, Brasil y Uruguay en Sudamerica, y Bermudas y Puerto Rico 
en el Caribe. El consumo de drogas inyectables es responsable del 
40 % de los casos de SIDA notificados hasta la fecha en Argentina. 
Un numero creciente de mujeres se infecta con el HIV, ya sea por 
compartir drogas inyectables, o en mayor numero de casos, por ser 
parejas sexuales de consumidores masculinos. En toda la region la 
proportion de infecciones por via heterosexual esta aumentando 
con el consiguiente incremento de la prevalencia en mujeres y en 
la transmision madre-hijo (si no se administra el tratamiento pre- 
ventive en forma adecuada). 

La proportion de mujeres entre las personas infectadas esta au- 
mentando paulatinamente tanto en los pafses industrializados como 
en los que se encuentran en desarrollo. Ante las deficiencias en el 
acceso a estrategias adecuadas de prevention, un numero creciente 
de ninos sigue contrayendo el HIV en los pafses en desarrollo y 
no hay indicios de que las tasas de infection se vayan a reducir a 
corto plazo. Mas del 90 % de las infecciones en los ninos son el 
resultado de la transmision del virus de la madre al nino, ya sea 
por via intrauterina, en el momento del parto o durante la lactancia. 

2. Hiv/siDA EM LA ARGENTINA 

En Argentina, la vigilancia epidemiologica del HIV/SIDA se en- 
cuentra a cargo de la Direction de SIDA y ETS del Ministerio de 
Salud de la Nation y bajo la regulation de la Ley Nacional de SIDA 
(Ley N°23.798/90). Este programa tiene como funciones principa- 
ls, no solo el registro de casos de SIDA y de HIV, sino tambien de- 
fine y coordina las politicas de prevention y atencion del HIV/SIDA 
y otras enfermedades de transmision sexual en el ambito nacional. 

Desde que los primeros casos de SIDA fueron detectados en 
1982, se han notificado un total de 75 009 casos de HIV o SIDA. 
Por otra parte, las estimaciones realizadas en forma conjunta entre 
ONUSIDA, OMS y la Direction de SIDA y ETS muestran que 
aproximadamente 120 000 personas viven con HIV/SIDA en Ar- 
gentina, de las cuales un 50% desconocerian su estado serologico 
(Boletin sobre el SIDAen la Argentina). 

Estudios epidemiologicos realizados en Argentina muestran 
que la epidemia del HIV presenta un comportamiento similar 
al de la mayoria de los paises de la region, con baja prevalencia 
en poblacion general, pero con grupos de la poblacion altamente 
afectados debido a diversos factores de vulnerabilidad. A este tipo 
de patron epidemiologico, el Programa Conjunto de las Naciones 
Unidas sobre el HIV/SIDA lo define como epidemia concentrada 
(ONUSIDA, 2009). 

El tipo de epidemia concentrada se caracteriza por prevalencias 
mayores al 5% en por lo menos un subgrupo de la poblacion y por 
ser menor al 1% en embarazadas de zonas urbanas. 

El analisis de la evolution de la epidemia del HIV/SIDA en Ar- 
gentina, teniendo en cuenta los casos de SIDA notificados, muestra 


una particular evolution (Figura 22.2. 1). En el ano 1996 se alcanza 
el valor maximo de enfermos notificados con 2.770 casos, coinci- 
diendo este hecho con la incorporation de tres nuevas enfermeda- 
des marcadoras a la definition de SIDA (tuberculosis pulmonar, 
neumonia bacteriana a repetition y cancer de cuello uterino invasi- 
vo). En los anos siguientes, se observa una disminucion constante 
en el numero de casos de SIDA notificados, coincidiendo con la 
aplicacion de la terapia antirretroviral de alto impacto. 

Por otra parte, al analizar la evolution de la distribution de 
los casos de SIDA por sexo, se observa que hasta el ano 1987 eran 
en su totalidad enfermos masculinos, produciendose entonces el 
primer caso de SIDA femenino. La evolution de la razon hombre/ 
mujer alcanza hoy en dia un valor de 3/1. La situation actual del 
SIDA en Argentina se resume en la Tabla 22.2.2. 

Analizando conjuntamente hombres y mujeres, se observa que 
entre los casos de SIDA, la via de transmision mas frecuentemente 
reportada fue la heterosexual, seguida por el uso de drogas inyecta- 
bles y luego por las relaciones entre hombres que tienen sexo con 
hombres. Segun muestran los casos reportados de SIDA, la franja 
etaria mas afectada se concentra en ambos sexos entre los 25 y 34 
anos de edad. 

La Republica Argentina presenta una distribution irregular de 
la poblacion. El Area Metropolitana de Buenos Aires, formada por 
la Ciudad de Buenos Aires y 24 partidos aledanos pertenecientes 
a la Provincia de Buenos Aires, presentan la mayor concentration 
demografica del pais. Esta irregularidad tambien se hace presente 
en la distribution geografica de la epidemia de HIV/SIDA, donde 
el mayor numero de casos notificados es en la Ciudad de Buenos 
Aires y en las provincias de Buenos Aires, Santa Fe y Cordoba. 

Diversos estudios realizados en los ultimos anos en Argenti- 
na, han mostrado como grupos mas afectados por la epidemia de 
HIV/SIDA a los "hombres que tienen sexo con hombres", los deno- 
minados trans (transexuales, travestis y transgenero), los "usuarios 
de drogas" y las/los "trabajadoras/es sexuales", entre otros grupos. 
La Tabla 22.2.3 muestra los valores de prevalencia e incidencia de 
HIV de los principales estudios realizados. 

Si bien el desconocimiento del numero de individuos pertene- 
cientes a estos grupos hace que no se pueda establecer el impacto 
real que los mismos tienen en la epidemia nacional, las altas preva- 
lencias e incidencias de HIV descriptas han puesto en escena la ur- 
gencia de un enfoque integral en estos grupos para poder intervenir 
eficientemente en la lucha contra la epidemia. 

Uno de los mayores desaffos que se presentan en materia epi- 
demiologica de HIV/SIDA en Argentina, es el acceso a las pobla- 
ciones vulnerables en ciudades ubicadas fuera de Buenos Aires. 
En el caso de los hombres que tiene sexo con hombres, no existen 
estudios que reporten la prevalencia de infection por HIV fuera 
de Buenos Aires. Diversas causas, como la poca "visibilidad" de 
la poblacion y la gran afluencia migratoria de dichos individuos 
a esta gran urbe debido a la discrimination, asf como tambien la 
falta de organizaciones civiles que favorezean su agrupacion, aten- 
tarfan contra la posibilidad de realizar este tipo de estudios en las 


Poblacion total 

Personas 

Personas que conocen 

Personas en 

de Argentina 

infectadas 

su condition 

seguimiento 

40 millones 

120 mil 

60 mil 

56 mil 



(50%) 

69% en el sector publico 

31% en seguridad social 
y prepagos) 


Prevalencias: 

- 0,4% en la poblacion general 

- 12% entre homosexuales y otros hombres que tienen sexo con hombres 

- 7% entre usuarios de drogas 

- 5% entre trabajadores/as sexuales 

- 34% entre personas travestis-transexuales 


Tabla 22.2.2. Situation de la epidemia de SIDA en Argentina. Boletin sobre el SIDA en Argentina, noviembre de 2009. 
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Figura 22.2.1. Tendencia anual de casos notificados de SIDA (1982-2008) y de infeccion por HIV (2001-2008). Datos 
extraidos del Boletin sobre el SIDAen Argentina, noviembre de 2009. Los anos 2007 y 2008 son anos con datos incompletos. 



Grupo 

Periodo de estudio 

Total 

Prevalencia HIV (%) 

Incidencia HIV 
(100/personas ano) 

Referencias 

HSH 

2001-2002 

694 

13,8 

6,7 

Pando MA, 2003 
Vignoles M, 2006 

2003-2004 

877' 

7,5 

4,8 

Segura M, 2007 


2006-2008 

1518' 

10,3 

6,3 

Pando MA, 2009 


2001-2002 

Mujeres 

625 

3,2 

1,3 

Pando MA, 2006 
Vignoles M, 2006 

TS 

2006-2008 

1112' 

1,9 

0,6 

Pando MA, 2009 

Hombres 2006-2008 

111 

10,8 

2,2 

dos Ramos FS, 2009 


Trans 2002-2006 

105 

27,6 

- 

Toibaro J, 2009 


Trans 2006-2008 

112' 

33,9 

11,3 

dos Ramos FS, 2009 


2000-2001 

174 

44,3 

0,0 

Weissenbacher M, 2003 
Vignoles M, 2006 

UD 

2002-2003 

504 

6,3 

3,1 

Rossi D, 2008 
Vignoles M, 2006 


2006-2008 

738' 

4,2 

2,1 

Pando MA, 2009 


Tabla 22.2.3. Prevalencia e incidencia de infecciones de transmision sanguinea y sexual en poblaciones vulnera- 
bles al HIV. Argentina, 2000-2008. HSH (hombre que tiene sexo con hombre); TS (trabajadora sexual); UD (usuario de 
drogas), UDI (usuario de drogas inyectables); UCNI (usuario de cocaina no inyectable); TB (Paciente con tuberculosis); 
ITS (Consultante de servicios de infecciones de transmision sexual). 'Solo se incluyeron los que se manifestaron como 
"HIV negativos". 


condiciones actuales. Sin embargo, las trabajadoras sexuales mu- 
jeres, han logrado en los ultimos anos una gran representatividad 
en la mayorfa de las provincias del pais a traves de la organization 
AMMAR. El establecimiento de sedes de la organization en di- 
versas ciudades, as! como el trabajo continuo que realizan en la 
comunidad, ha facilitado su acceso a la salud y en particular, al 
diagnostico de HIV. En el caso de los usuarios de drogas, el acceso 
a los mismos fuera de la ciudad de Buenos Aires y sus alrededores, 
hasta el momenta solo se ha registrado en ambitos relacionados 
con instituciones de tratamiento de dependencia de drogas. 

La infeccion por HIV puede mantenerse oculta por varios anos 
por no presentar sintomas especificos que faciliten su diagnostico. 


Estas infecciones no diagnosticadas constituyen una parte oculta de 
la epidemia que favorece las nuevas transmisiones y llevan a una 
peor evolution de la enfermedad ante la falta de tratamiento. Como 
se pudo observar, a partir del ultimo de los estudios de incidencia ci- 
tados, realizado a partir de individuos que se definian como "HIV ne- 
gativos", solo una portion de los nuevos diagnosticos correspondra 
-en realidad- a nuevas infecciones. Un gran numero de individuos 
padecia la infeccion con una antigiiedad mayor a 6 meses, sin que la 
misma hubiera sido diagnosticada. En este sentido, se puede obser- 
var como los estudios epidemiologicos enfocados a grupos mas vul- 
nerables constituyen muchas veces una oportunidad para el diagnos- 
tico de individuos cuya infeccion habitualmente no se diagnostica. 
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22.3 

Patogenia de la Infection por HIV-1 

Luisa Sen - Andrea Mangano 


1. CURSO DE LA INFECCION POR EL HIV-1. HlSTORIA 
NATURAL DE LA INFECCION 

A pesar de que el lapso de la infeccion por el HIV-1 tiene una gran 
variation inter-individual, desde meses a mas de 10 anos, el curso cli- 
nico de la infeccion puede dividirse en tres fases: 1) infeccion aguda 
primaria; 2) periodo de latencia clinica o fase cronica de la infeccion; 
y 3) fase sintomatica del SIDA. 

1. 1 InfecciOn aguda primaria 

Una vez que el HIV-1 atraveso la piel y/o las mucosas, las primeras 
celulas bianco que encuentra son las celulas dendrlticas de la mu- 
cosa epitelial (celulas de Langerhans) que transportan el virus a la 
region ganglionar linfoide mas proxima. En el ganglio se produce, 
como mecanismo defensivo, un reclutamiento de celulas T CD4 + 
activadas, que simultanea y potencialmente son blancos del virus, 
favoreciendo en forma local la diseminacion viral. Tambien en la 
superficie de las celulas dendriticas foliculares (CDF) del ganglio 
estan atrapados los viriones infectantes, constituyendo una fuente 
de virus infecciosos listos para infectar a las celulas susceptibles 
circundantes. Luego surgen una serie de eventos virologicos e in- 
munologicos que reflejan la extension de la diseminacion viral. El 
periodo de la infeccion primaria abarca de 4 a 8 semanas, y en el 
se distinguen dos etapas. La primera corresponde a la diseminacion 
viral, abarcando de 2 a 4 semanas con cargas virales plasmaticas 
muy elevadas, que culmina con un gran pico de viremia, indican- 


do una intensa replicacion viral. La segunda etapa corresponde al 
despeje del virus en sangre y ocurre alrededor de la etapa de sero- 
conversion, con una rapida reduction de la carga viral arribando 
a un nivel estable de la replicacion viral, que es variable de un 
individuo a otro. 

Durante las primeras semanas de la infeccion no se detectan 
anticuerpos especificos contra el HIV-1 (periodo ventana). Prece- 
diendo a la detection de la respuesta inmune humoral especifica 
anti-HIV- 1, los virus del ganglio regional se diseminan hacia otros 
organos linfoides. Durante la infeccion aguda primaria se produce 
una caida transitoria de 10 a 100 veces del numero absoluto inicial 
de linfocitos T CD4 + en sangre periferica eliminando a las celulas 
infectadas de la circulation. Coincidiendo con el nadir de los lin- 
focitos, tanto la carga viral plasmatica como el numero de celulas 
infectadas alcanzan el cenit. El curso de la infeccion por el HIV-1 
se ilustra en la Figura 22.3.1. En general, con la seroconversion hay 
un drastico descenso del virus en sangre periferica acompanado con 
un ascenso de los linfocitos T CD4 + . Tambien hay una elevation 
en el numero de linfocitos T CD8 + en sangre periferica. Todos los 
eventos inmunologicos demuestran que se desarrolla una respuesta 
inmune energica pero sin lograr erradicar al virus. 

1.2 Latencia clinica asintomatica y SIDA enfermedad 

Despues de la seroconversion comienza el periodo de latencia clf- 
nica, tambien denominado periodo asintomatico, que antecede al 
inicio de la enfermedad o SIDA y puede variar entre 1 a 1 5 6 mas 
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Figura 22.3.1. Curso natural de la infeccion por el HIV-1. Se muestra el perfil inmunologico y virologico segun la fase 
clinica de la infeccion. Tornado de Pantaleo G & Fauci AS. 1994. 
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afios. Durante todo este periodo, el sujeto infectado permanece li- 
bre de smtomas y signos marcadores del SIDA. Sin embargo, el 
curso de la infeccion prosigue inadvertidamente y se suceden una 
serie de fenomenos virologicos e inmunologicos con un gradual e 
inexorable deterioro del sistema inmunitario. Los eventos virales 
muestran una dicotomfa entre la carga viral y la replicacion viral 
en los ganglios linfaticos y la sangre periferica. Mientras la carga 
viral plasmatica comienza a disminuir, logrando estabilizarse dentro 
de los primeros 6 meses de la infeccion, la replicacion viral en los 
ganglios linfaticos persiste. El descenso de las celulas infectadas 
y los viriones atrapados en la trama de las celulas dendrfticas fo- 
liculares serian los responsables de la dicotomfa. Desde un punto 
de vista inmunologico predominan los mecanismos de activation 
celular. Tanto los linfocitos B como los T estan estimulados. En los 
ganglios linfaticos se observa una hiperplasia folicular y expansion 
de la red que forman las CDF, indicadores de activation del tejido 
linfoide. Durante el periodo de latencia clinica se produce una re- 
duction lenta y progresiva del numero de linfocitos T CD4 + , y la 
carga viral en sangre periferica se mantiene relativamente baja. Sin 
embargo, en algunos casos la reduction de las celulas es rnucho 
mas acelerada hasta el establecimiento del SIDA florido. Tanto la 
carga viral plasmatica como el numero de linfocitos T CD4 + son 
marcadores pronosticos de la enfermedad. La carga viral es un pre- 
dictor muy importante en la progresion de la infeccion, en particular 
en las etapas tempranas. Las pautas actuales para el initio y moni- 
toreo del tratamiento anti-retroviral se han definido con base en la 
carga viral plasmatica. El recuento de linfocitos T CD4 + en circu- 
lation es indicador del estado de inmunodeficiencia existente y se 
complementa con la carga viral. A medida que progresa la infeccion 
viral la arquitectura ganglionar se va alterando, y llega a liberal - una 
mayor cantidad de virus al torrente circulatorio. Se ha calculado que 
el recambio diario de la carga viral total del organismo es del 30% 
y del total de las celulas T CD4 + , entre el 6-7%. 

Cuando se produce un incremento de la replicacion viral con una 
marcada reduction de los linfocitos T CD4 + aparecen los smtomas y 
signos constitucionales pasando a la etapa cllnicamente sintomatica. 
Cuando el numero de linfocitos T CD4 + es menor de 200/mm 3 y con 
viremia alta se manifiestan las enfemiedades infecciosas oportunistas, 
es decir, se instala el SIDA enfermedad. Las neoplasias oportunistas 
pueden surgir aun cuando la inmunodeficiencia no es tan acentuada. 

2. CategorIas cu'nicas e inmunologicas 

Aproximadamente el 50% (30-70%) de los individuos infectados con 
el HIV-1 presenta sintomatologla clinica durante la infeccion aguda 
primaria, semejando una mononucleosis infecciosa con una duration 
media de 1 a 3 semanas que, cuando se prolonga, se asocia con un 
pronostico desfavorable. Los smtomas mas comunes son: fiebre, aste- 
nia, dolores musculares o articulares, adenopatias, faringitis, diarrea, 
cefalea, perdida de peso, nauseas o vomitos, ulceraciones cutaneas 
y de mucosas. Tambien pueden presentarse problemas neurologicos, 
casos en los que se ha podido aislar el virus directamente del LCR 
indicando el acceso del virus al SNC. Los smtomas y signos mas 
frecuentes son fotofobia, meningo-encefalitis, neuropatia periferica, 
paralisis del nervio facial, neuritis braquial, radiculopatla, compro- 
mise de las funciones cognitivas. 

En un 40-70% de los pacientes se presenta un exantema (rash) 
cutaneo localizado en la parte superior del cuerpo. A pesar de la 
variabilidad sintomatica que presenta, en la actualidad se la iden- 
tifica como una entidad clinica distinta, que requiere como tal, un 
diagnostico diferencial correcto. Para ello es importante recurrir 
a las pruebas de laboratorio para confirmar o desechar las sospe- 
chas clinicas de infeccion primaria con HIV-1. Lo mas probable es 
que el paciente se encuentre en el periodo ventana inmunologica, 
requiriendo para su diagnostico detectar el antigeno viral p24, o 
la identification directa del provirus mediante PCR, y de modo 
complementario la medicion de la carga viral plasmatica. 

En 1993, el Centro de Control de Enfermedades de EE.UU. 
(CDC) clasifico y categorizo clinica e inmunologicamente la infec- 


Categoria A 

• Infeccion por HIV-1 asintomatica 

• Linfoadenopatia generalizada persistente 

• Enfermedad HIV-1 aguda o primaria 

Categoria B 

• Smtomas de la enfermedad no incluidos en la categoria 
C 

• Angiomatosis bacilar 

• Candidiasis vulvo-vaginal persistente y resistente 

• Candidiasis oro-faringea 

• Displasia cervical grave o carcinoma in situ 

• Slndrome constitucional (fiebre, diarrea persistente) 

• Neuropatia periferica 

Categoria C 

• Candidiasis traqueal, bronquial o pulmonar 

• Candidiasis esofagica 

• Infeccion por citomegalovirus de un organo diferente 
al higado, bazo o ganglios linfaticos 

• Retinitis por citomegalovirus 

• Encefalopatla por infeccion con HIV-1 

• Herpes simplex causante de ulcera mucocutanea 
de mas de un mes de evolution o bronquitis, 
neumonitis o esofagitis 

• Tuberculosis pulmonar 

• Tuberculosis extrapulmonar o diseminada 

• Infeccion por Mycobacterium avium-intracellulare o 
M. kansasii diseminada o extrapulmonar 

• Infeccion por otras micobacterias, diseminada o 
extrapulmonar 

• Criptococosis con diarrea de mas de un mes 

• Sarcoma de Kaposi 

• Criptococosis extrapulmonar 

• Isosporidiasis cronica 

• Linfoma de Burkitt o equivalente 

• Linfoma inmunoblastico o equivalente 

• Linfoma cerebral primario 

• Neumonla por Pneumocystis jirovecii 

• Neumonla recurrente 

• Leucoencefalopatla multifocal progresiva 

• Sepsis recurrente por especies de Salmonella que 
no sean S. typhi 

• Toxoplasmosis cerebral 

• Wasting sindrome (slndrome de desgaste) 

• Carcinoma de cervix invasivo 

Tabla 22.3.1. Categorias Clinicas segun la Clasificacion 
del CDC (1993). 


Categoria 1: >500 celulas CD4+/gl 
Categoria 2: entre 200 y 499 celulas CD4Vpl 
Categoria 3: <200 celulas CD4Vpl 


Tabla 22.3.2. Categorias Inmunologicas segun la Clasifi- 
cacion del CDC. 


cion por HIV-1, segun la aparicion de los signos clinicos (Tablas 
22.3.1 y 22.3.2). 

3. Entrada del HIV-1 

La infection celular por el HIV- 1 se produce mediante la interac- 
tion de la glicoproteina de envoltura gpl20 con dos tipos de re- 
ceptores: la molecula de CD4, que se comporta como un receptor 
especifico y comun a las distintas cepas de HIV-1, y un correceptor, 
perteneciente a la familia de receptores de quimioquinas. 
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3. 1 El receptor primario CD4 

La glicoproteina CD4 (58kDa) se localiza en la superficie celular de 
aproximadamente 60% de los linfocitos T, y tambien en las celulas 
precursoras T de medula osea y timo, en monocitos, macrofagos, eo- 
sinofilos, celulas dendriticas y celulas de la microglia del sistema ner- 
vioso central. Posee un dominio extracelular, uno de transmembrana 
hidrofobico y una porcion citoplasmatica. La porcion extracelular 
tiene 4 regiones (D1-D4) que representan dominios inmunoglobu- 
lina-sunil. 

El CD4 esta pegado al complejo del receptor T sobre las celulas 
T CD4 + y se une a las moleculas HLA clase II presentes en las ce- 
lulas presentadoras de antigenos. La gpl20 del virus se une al CD4 
induciendo cambios confonnacionales a fin de ingresar el virus a la 
celula. Si bien para el HIV-1 el CD4 es un receptor primario y nece- 
sario para el ingreso a las celulas, requiere tambien de correceptores 
adicionales. 


3.2 Correceptores y quimioquinas 
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3.2.1. Correceptores primarios del HIV-1 

Los correceptores son receptores de quimioquinas con estructura 
en serpentina con siete dominios transmembrana (7M) y su region 
citoplasmatica se acopla con la proteina G, que genera senales de 
transduction cuando los receptores se unen a sus ligandos. Las qui- 
mioquinas son un grupo de citoquinas de bajo peso molecular (8-10 
kDa) capaces de atraer leucocitos hacia los sitios de inflamacion. 
De acuerdo con las caracterrsticas estructurales, las quimioquinas 
se clasifican en 4 clases: CXC (a), CC ((3), C (y) y CX3C (8), y 
esta misma propiedad es utilizada para la clasificacion del HIV-1 
segun el correceptor empleado. Actualmente, se reconocen dos co- 
rreceptores principales para el HIV-1 y HIV-2, las moleculas CCR5 
y CXCR4 (al principio denominado fusina), utilizadas de fonna 
alternativa por cepas virales que presentan caracterlsticas diferentes 
en su envoltura viral. 

Las cepas de HIV-1 pueden clasificarse en dos grupos, las que 
tienen tropismo por macrofagos (M-tropicas) y las que tienen tro- 
pismo por celulas T y llneas celulares T (T-tropicas; Figura 22.3.2). 

El fenotipo de estas cepas virales se identifica in vitro por su ca- 
pacidad de inducir o no la formacion de sincicios (celulas gigantes 


multinucleadas) sobre la linea celular MT-2. Las cepas M-tropicas 
son no inductoras de sincicios (NSI), mientras que las cepas T- 
tropicas, inducen la formacion de sincicios celulares (SI; Figura 
22.3.3). 

El tropismo celular depende sobre todo de la secuencia de 
aminoacidos con la que esta constituida la envoltura viral y esta 
directamente relacionado con la utilization de los correceptores. 
Las cepas M-tropicas NSI utilizan el correceptor CCR5, y las cepas 
T-tropicas SI utilizan el correceptor CXCR4. El receptor CXCR4 
tiene como ligando natural a la CXC-quimioquina SDF-1 (factor 
derivado del estroma tipo 1). Los ligandos del CCR5 incluyen a las 
CC-quimioquinas MIP-la, -1)3 y RANTES. En funcion del corre- 
ceptor utilizado, el HIV-1 se clasifica en 3 tipos de variantes: R5, 
X4 y R5X4 (tambien denominadas dual-tropicas) que son las que 
pueden utilizar el correceptor CCR5 y/o CXCR4 para ingresar a la 
celula. (Figuras 22.3.2 y 22.3.4) 

La transmision del HIV-1 esta asociada casi siempre con la re- 
plication de cepas R5, que son las que predominan durante los 
primeros estadios de la infection en mas del 95% de las personas 
infectadas. En la mitad de los pacientes infectados sucede un cam- 
bio del tropismo viral de R5 a X4 a medida que avanza la enfer- 
medad, es decir, el virus que utilizaba el CCR5 cambia y utiliza 
el correceptor CXCR4 que esta presente en un mayor numero de 
celulas T. Tambien se ha observado la aparicion de variantes X4/R5 
consideradas como un estado de transition de R5 a X4. Los virus 
X4 son considerados los mas patogenicos, y su aparicion es un fac- 
tor predictor del descenso de linfocitos T CD4 + y de la progresion 
clinica de la enfermedad (Figura 22.3.4). 

3.2.2 Correceptores secundarios del HIV-1 

Ademas de los correceptores principales, se han descrito in vitro 
varios receptores de quimioquinas o receptores huerfanos pertene- 
cientes a la familia de receptores de 7M que tambien son capaces 
de actuar como correceptores del HIV-1 (CCR1, CCR2, CX3CR1, 
etc.). 

Otras moleculas presentes en la superficie celular tambien pueden 
participar en la adhesion del virus a la celula, facilitando la infection, 
en especial cuando hay un descenso en la expresion de los receptores 
del HIV-1, y la captation del HIV-1 por los macrofagos y celulas 
dendriticas. Entre ellas se encuentran el DC-SIGN, receptores de ma- 


TRANSMISION APARICION TARDIA 

HIV-1 M-tropico _________ _^. HIV-1 M-tropico 

\ / 


HIV-1 dual-tropico 



Figura 22.3.2. Tropismo celular del HIV-1. Las cepas de HIV-1 M-tropicas, R5 infectan macrofagos y constituyen las va- 
riantes transmisoras. A medida que avanza la infection, en la mitad de los pacientes infectados puede ocurrir un cambio de 
tropismo, con el surgimiento de cepas T-tropicas X4 que pueden infectar celulas y lineas celulares T. Las variantes dual- 
tropicas R5X4 son consideradas variantes de transition entre las R5 y las X4. 
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Figura 22.3.3. Formacion de sincicios celulares produci- 
dos por el HIV-1 sobre la linea celular MT-2. Observation 
al microscopio optico invertido con un aumento de 16 x. 


nosa, sindecanos (que es un tipo de proteoglicano) y la molecula de 
adhesion LFA-1 que se une al ICAM-1 expresado por el virion. 



Figura 22.3.4. Entrada del HIV-1 a la celula. Interaction en- 
tre las variantes del HIV-1 segun el tropismo celular SI y NSI 
con sus respectivos receptores y correceptores. Las cepas de 
HIV-1 NSI, M-tropicas, R5 utilizan el CD4 mas el CCR5 cu- 
yos ligandos naturales son MIP-1a, MIP-1 (3, y RANTES. Las 
cepas de HIV-1 SI, T-tropicas, X4 utilizan el CD4 junto con el 
CXCR4, cuyo ligando fisiologico es el SDF-1. 


3.2.3 Variaciones geneticas de los correceptores y quimioquinas 
en la susceptibilidad a la infection por el HIV-1 

Alteraciones en los correceptores del HIV-1 como en sus ligandos 
pueden influir en la susceptibilidad a la infeccion por el HIV-1. En 
el ano 1996, poco despues del descubrimiento de los correceptores 
del HIV-1, se identified una delecion de 32 pares de bases (A32) 
en el gen del CCR5 que, cuando se encuentra en forma homoci- 
gota, evita la expresion del receptor en la superficie celular y, en 
consecuencia, no se produce infeccion por las cepas R5. Estudios 
epidemiologicos han demostrado que los individuos homocigotas 
A32/A32 (aproximadamente 1% de la poblacion caucasica) presen- 
tan una resistencia natural a la infeccion por el HIV-1 . Por otro lado, 
los individuos infectados heterocigotas +/ A32 desarrollan SIDA 
en forma mas lenta que los individuos sin alteracion en el receptor 
(CCR5+/+). Estudios recientes han demostrado que variaciones 
geneticas en otros correceptores como el CCR2, CXCR4, y en la 
region regulatoria del CCR5, tambien podrian estar ligados a la sus- 
ceptibilidad al HIV-1. El polimorfismo CCR2-V64I se asocia con 
un retraso significativo en el desarrollo de SIDA y una protection 
en la transmision vertical del HIV-1. Por el contrario, ciertos poli- 
morfismos en la region regulatoria del CCR5 determinan haplotipos 
que aumentan el riesgo de transmision y aceleran el desarrollo de 
SIDA, como el haplotipo HHE en la poblacion Argentina. 

Las variaciones en los genes que codifican a las CC-quimioqui- 
nas tambien pueden influir en la infeccion por HIV- 1 . Un polimorfis- 
mo en la region regulatoria de RANTES se asocio con un aumento en 
el nivel de expresion de dicha quimioquina, y retraso en el desarrollo 
de la enfermedad. Recientemente, se demostro que una isoforma no 
alelica de MIP-1 a denominada MIP-1 aP o CCL3L1 tiene una po- 
tente actividad supresora anti-HIV-1 y su gen puede presentar un 
numero de copias variable (duplicaciones genicas) que puede ser de 
0 a mas de 10 copias por genoma diploide. Dosis genicas mayores 
se correlacionan con mayores niveles de la quimioquina en plasma. 
Ademas, se observo que para cada grupo etnico existe un numero 
promedio de copias de CCL3L1, y una dosis genica mayor que el 
promedio de la poblacion se asocia con un fuerte efecto protector en 
la transmision del HIV-1 y en el desarrollo de SIDA. Por ejemplo, en 
poblaciones de origen caucasico el promedio de copias es 2, mientras 
que en poblaciones africanas es 4, en ambos casos, en individuos con 
dosis genicas mayores que el promedio de la poblacion se observa un 
fuerte efecto protector contra el HIV-1. 

Es importante resaltar que no solo las variaciones geneticas 
cualitativas (polimorfismos, mutaciones) sino tambien variaciones 


geneticas cuantitativas (dosis genica) influyen en la susceptibilidad 
a la infeccion por HIV-1 y pueden constituir la base genetica a la 
variabilidad de las respuestas a enfermedades infecciosas. El esce- 
nario con baja expresion del correceptor CCR5 y alta production 
de CC-quimioquinas es el mas favorable para evitar la infeccion 
por las cepas de HIV-1 R5, que son las variantes involucradas en la 
mayorfa de las transmisiones. 

3.2.4 Nuevas perspectivas terapeuticas 

Ademas de los antirretrovirales convencionales que actuan sobre 
la replication viral, las nuevas perspectivas terapeuticas se enfocan 
a los receptores de quimioquinas o sus ligandos, es decir, tratan de 
impedir el ingreso del virus a las celulas. De hecho, en la naturaleza 
ya se observo que la modulation de la expresion del CCR5 por la 
mutation CCR5 -A32 no produce alteraciones funcionales, y por lo 
tanto el bloqueo del CCR5 serla una estrategia efectiva para com- 
batir la infeccion. Ademas, las quimioquinas, ligandos del CCR5, 
son potentes inhibidores de la replication del HIV-1 a traves de un 
mecanismo bimodal: pueden impedir directamente el contacto entre 
la gpl20 y el receptor de quimioquina, o inducir la internalization 
del receptor (regulation negativa) evitando su disponibilidad en la 
superficie celular. En los ultimos anos se han iniciado estudios para 
evaluar quimioquinas como nuevos agentes terapeuticos y varios 
compuestos se encuentran en fase clinica I/II. 

4. HIV-1 Y RESPUESTA DEL SISTEMA INMUNE 

4. 1 RESPUESTA ESPECI'FICA CELULAR 

Las celulas dendriticas, macrofagos y celulas B son los principales 
presentadores de antigenos del sistema inmune. En los ganglios 
regionales se produce la estimulacion de los linfocitos T CD8 + y la 
formacion de celulas T citotoxicas antlgeno-especlficas siendo la 
presentation antigenica dependiente del complejo mayor de histo- 
compatibilidad clase I. 

La respuesta inmune HIV-l-especifica es llevada a cabo, sobre 
todo, por los linfocitos T CD8 + citotoxicos, capaces de contener 
la replication viral, en especial durante las etapas tempranas de la 
infeccion. Existe una fuerte asociacion temporal entre el descenso 
de la carga viral y la aparicion de los linfocitos citotoxicos virus- 
especificos. En los pacientes no progresores a largo plazo se ha 
observado una fuerte respuesta citotoxica HIV-l-espetifica. Mas 
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aun, pacientes con niveles elevados de linfocitos T citotoxicos se 
correlacionan con una progresion mas lenta a SIDA. 

4.2 ReSPUESTA ESPECiFICA HUMORAL 

En general, la funcion de los anticuerpos en la infeccion por 
el HIV-1 es poco clara y contradictoria. Se acepta que son los 
principales responsables del despeje de los viriones de la circu- 
lation. El hecho de que un anticuerpo se pueda unir al vims no 
implica que sea neutralizante. Existen anticuerpos anti-HIV- 1 
con diferentes actividades biologicas: desde neutralizantes pro- 
tectores hasta exacerbantes favorecedores de la infeccion. Es- 
tudios en simios indican que los anticuerpos fijadores de com- 
plemento, aparecen dentro de la segunda semana de la primoin- 
feccion y preceden al pico de los anticuerpos neutralizantes. Se 
postula que los inmunocomplejos de las particulas virales y las 
inmunoglobulinas podrian fijar complemento y luego unirse a 
los receptores para el complemento expresados por las CDF de 
los centros germinales de los ganglios linfaticos y permanecer 
atrapados en la superficie celular. 

Los anticuerpos neutralizantes anti-HIV- 1 aparecen despues de 
haber disminuido la viremia. Es probable que el estado de glico- 
silacion de ciertas regiones de la gpl20 del HIV-1 pueda llegar a 
enmascarar epitopes capaces de generar anticuerpos neutralizantes. 
Tambien se ha sugerido que los anticuerpos IgG anti-HIV- 1 podrian 
estar asociados y/o colaborarian en la infeccion ejerciendo un efec- 
to deletereo y no protector. Recientemente, se planted una accion 
protectora de la IgA secretoria presente en las secreciones vagina- 
les y cervicales, incluso serica, en mujeres seronegativas expuestas 
sexualmente al HIV-1. 

4.3 Respuesta antiviral de la inmunidad innata 

Dentro de los mecanismos de la inmunidad innata participan dife- 
rentes celulas efectoras guardianas contra el ingreso de microor- 
ganismos, entre ellas los granulocitos, macrofagos, celulas T y5, 
celulas NK (asesinas naturales) que, aunque no reconocen especifi- 
camente al patogeno pueden identificar y destmir celulas infectadas. 

Ademas, existe un conjunto de factores que naturalmente son ca- 
paces de suprimir la replication viral. Entre ellos se encuentran facto- 
res solubles activos como el sistema del complemento, MBL (lectina 
ligadora de manosa), y los interferones. Si bien representan una barrera 
frente a la infeccion viral son insuficientes para controlarla. Los linfoci- 
tos CD8 + activados de pacientes infectados producen factores solubles 
capaces de inhibir la replication del HIV- 1 , entre ellos las quimioquinas 
(ligandos naturales de CCR5 y CXCR4) y otros factores denominados 
genericamente CAF (factor supresor no citolitico anti-HIV-1). Ademas, 
se identificaron pequenos peptidos con actividad antiviral como las a- y 
(3-defensinas. Las a-defensinas son una familia de proteinas producidas 
porneutrofilos, ciertas celulas epiteliales y linfocitos T y las (3-defensinas 
son producidas principalmente por celulas epiteliales. 

Un poderoso mecanismo de la inmunidad innata recientemente 
descubierto es a traves de la enzima celular APOBEC3G (apolipo- 
proteina B enzima editora de RNAm, peptido catalitico), que actua 
al nivel de la transcription inversa viral. Inhibe la replication del 
HIV-1, a traves de la desaminacion de citocinas a uracilos durante 
la sfntesis de la cadena naciente de DNA, con la consiguiente acu- 
mulacion de mutaciones perjudiciales en el genoma viral (hipermu- 
taciones G — * A). Para contrarrestar esta defensa celular, el virus 
posee la proteina Vif (factor de infectividad viral) que interacciona 
con APOBEC3G conduciendo a su degradation proteosomica y a 
su exclusion de los nuevos viriones. 

5. Inmunopatogenesis de la infeccion por el HIV-1 

Desde el initio de la infeccion por el HIV-1 la pregunta primordial 
fue y sigue siendo por que y como el virus es capaz de provocar la 
grave inmunodeplecion de las celulas CD4 + generando enfermedad 
en el hombre. 


En 1996, David Ho y col. observaron que la rapida reduction de 
la carga viral plasmatica se asociaba con un incremento significativo 
en las celulas CD4 + circulantes. Con esa base postularon un modelo 
de la patogenesis de la infeccion por el HIV-1 en el que el virus in- 
fecta y mata a las celulas CD4 + , simultaneamente reemplazadas por 
una permanente production de celulas nuevas. Sin embargo, como 
la production celular no alcanza a compensar la destruction, en 10 
anos o mas la mayoria de las celulas CD4 + estan perdidas. El modelo 
se denomino de canilla-y-drenaje, representando a las celulas CD4 + 
el agua en la pileta, el drenaje destapado, a la infeccion viral y el 
agua que fluye de la pileta, a la production de celulas CD4 + nuevas 
que, por no ser suficiente para conservar el nivel del agua que per- 
manentemente esta drenando, representan al numero de celulas CD4 + 
infectadas. Con el tiempo, la pileta se va quedando vacia; ese seria el 
momenta en el que el individuo desarrolla el SIDA. 

El modelo de la canilla-y-drenaje ha sido cuestionado en par- 
ticular por los inmunologos. Desde el inicio de la epidemia en los 
individuos infectados cronicamente con el HIV-1 se habia obser- 
vado la presencia de una notoria inmunoactivacion que potenciaba 
la replication viral junto con los mecanismos de muerte celular 
programada de las celulas CD4 + . La pregunta en cuestion es si la 
destruction masiva de las celulas CD4 + durante la infeccion viral 
se debe al ataque directo a las celulas (muerte celular mediada por 
el vims), o es una consecuencia natural por la generation de una 
inmunoactivacion exacerbada y masiva inducida por el HIV-1. 

Recientemente, Daniel Douek ha planteado que la inmunopatoge- 
nesis por el HIV- 1 difiere segun la infeccion sea aguda o cronica. Como 
habitualmente los estudios cientificos estaban basados solo en las ob- 
servations de la infeccion viral durante la fase cronica, resulta diffcil 
comprender integralmente el desarrollo de la infeccion. Douek postula 
que en la infeccion aguda del HIV-1 la celula bianco principal es la celula 
CD4 + memoria -la mayoritaria entre las celulas CD4 + -, localizada prin- 
cipalmente a nivel de las mucosas. En la fase aguda, aproximadamente 
el 60% o mas de las celulas CD4 + memoria estan infectadas, superando 
de 100 a 1 000 veces a las celulas infectadas presentes en circulation 
durante la fase cronica. Alrededor del dia 14 post-infection, 80% de las 
celulas infectadas del organismo desaparecen. La reposition de las ce- 
lulas CD4 + memoria esta limitada, dependiendo del aporte del timo y de 
las celulas CD4 + naive. En la etapa cronica, surge una inmunoactivacion, 
transfonnando la celula CD4 + naive a memoria y conduciendo a la muer- 
te celular programada. La inmunoactivacion persistente asociada con la 
muerte celular hacen que lenta y preferentemente se deplecione el pool 
de celulas CD4 + . Al mismo tiempo, la inmunoactivacion conduce a una 
mayor replication del HIV- 1 . F inalmente, la lalta de aporte por parte del 
timo reduce el numero de celulas CD4 + naive que son necesarias para 
sostener a las celulas CD4 + de memoria. 

En conclusion, existe un numero considerable de factores que 
contribuyen a la patogenesis de la infeccion por el HIV-1. En la fase 
aguda habria una perdida masiva de las celulas CD4 + de memoria, 
principalmente por accion directa del virus; en cambio, en la fase 
cronica, la destruction celular se deberfa a la muerte celular progra- 
mada por la significativa inmunoactivacion, favoreciendo ademas la 
replication y la diseminacion viral con perturbation de las funciones 
del sistema inmune ( Vease el Capitulo 8 "Mecanismos de evasion a 
la respuesta inmune del hospedador). 

lUOTA 

Este capitulo se finalizo en el ano 2008. 

Adendum 

Mientras Virologla Medica se encontraba en la etapa de prueba de 
galera se demostro que los linfocitos T CD4 + activados e infectados 
productivamente por HIV (5% del total) mueren por apoptosis me- 
diada por caspasa 3, mientras que los linfocitos T CD4 + quiescentes 
infectados en forma abortiva (el 95% restante) lo hacen mediante 
piroptosis, una muerte programada desencadenada por la caspasa 1, 
asociada a la liberation del contenido citoplasmatico y de citoquinas 
proinflamatorias como la IL-1(3 (Doitsh G, et al. Nature, 2014). 
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22.4 

Diagnostico de infection por HIV-1/2 

Maria Belen Bouzas 


1. IniTRODUccioiu 
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El diagnostico de infeccion por retrovirus y, en particular el de HIV 
en adultos se basa en la deteccion de anticuerpos especificos en 
suero o plasma. Esto se debe al tipo de infeccion que este virus cau- 
san en el hospedador en la cual la presencia de anticuerpos especf- 
ficos anti-HIV no implica protection o resolution de la infection 
sino por el contrario, infeccion presente. 

El perfodo comprendido entre el momento en que el individuo 
adquiere la infection y la aparicion de la respuesta inmune humo- 
ral detectable se denomina seroconversion. La primoinfeccion se 
presenta en un 50-70% de los casos con sintomatologla que aparece 
entre 2 y 6 semanas luego de adquirida la infeccion (Sfndrome Re- 
troviral Agudo) y resuelve en 1 a 2 semanas. Durante la primoinfec- 
cion la replication viral es, en la mayorfa de los casos, importante y 
se acompana de un descenso transitorio de las celulas CD4 + , seguido 
de un aumento en los valores de las celulas CD8 + con una inversion 
de la relation de CD4/CD8. De manera que son varios los marcado- 
res inmunologicos o virologicos que se pueden utilizar al momento 
de diagnosticar una primoinfeccion (Figura 22.4.1). 

Conceptualmente, y dentro del contexto del diagnostico viro- 
logico se denomina "perfodo de ventana" a aquel en el cual los 
anticuerpos especificos no son evidentes a traves de los ensayos 
serologicos. Como se vera a continuation, desde el inicio de la epi- 
demia de HIV hasta la actualidad este perfodo se ha ido acortando 
merced a al utilization de equipos cada vez mas sensibles. 


2 . Ensayos de tamizaje 


2. 1 Enzimoinmunoensayos (ELISAs) 

El diagnostico de HIV se realiza mediante ensayos de tamizaje 
("screening"), seguido del estudio posterior por un ensayo "suple- 


mentario" o "confirmatorio" para aquellas muestras reiteradamente 
reactivas. 

Dentro de los ensayos de tamizaje los mas utilizados son los 
enzimoinmunoensayos (ELISAs), los cuales han ido evolucionando 
desde los comienzos de la epidemia, mejorandose tanto su sensibili- 
dad como su especificidad. El formato y la composition antigenica 
se han ido modificando desde los ELISAs de primera, segunda y 
tercera generation, mediante la incorporation de protefnas recombi- 
nantes y de peptidos sinteticos sustituyendo el empleo initial de lisa- 
dos virales (Tabla 22.4.1). Esto se tradujo en una mejora de la especi- 
ficidad, ademas de pennitir la deteccion de anticuerpos no solo para 
HIV-1, sino tambien para HIV-2 y para HIV-1 grupo O. Los ELISAs 
de tercera generation significaron un gran avance por su diseno (an- 
tfgeno "sandwich ) ya que permitieron acortar el periodo de ventana 
a 20 dias, debido a su capacidad de detectar otras inmunoglobulinas 
(IgM, IgA) que se encuentran presentes durante la seroconversion, 
ademas tener una mayor sensibilidad analitica para IgG. 

Segun datos de la Organization Mundial de la Salud (OMS) 
sobre el analisis de los distintos ensayos comerciales disponibles, 
la sensibilidad de estos ELISAs oscila entre 99,6-100% y la especi- 
ficidad entre el 98,5%-100%, con una reproducibilidad del 99,4%. 

Los ensayos de cuarta generation, recientemente desarrolla- 
dos, penniten detectar simultaneamente el antigeno de HIV (Ag p 
24) y anticuerpos de tipo IgG, IgM e IgA. Presentan caracterfsticas 
similares a los ensayos de tercera generation anadiendo la venta- 
ja de la deteccion del Ag p24. La incorporation de estos ensayos 
combinados permitirfa reducir el periodo de ventana en cuatro dfas. 
La sensibilidad es del 100% (Tabla 22.4.1), si bien la misma no 
refleja en su totalidad la sensibilidad frente a la seroconversion. 
Muchos de estos ensayos se encuentran comercialmente disponi- 
bles en nuestro pats. 

Varias caracterfsticas deben considerarse sobre la performance 
de estos reactivos: la capacidad de poder detectar distintos subtipos 
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Figura 22.4.1. Curva natural de la infeccion por HIV-1: evolucion de los anticuerpos (ELISA). 


378 


VIROLOGIA MEDICA / Guadalupe Carballal - Jose Oubina 


en muestras claramente positivas; la sensibilidad para la detection 
de Ag p24 versus un ensayo conventional para Ag p24 y la sensi- 
bilidad para detectar anticuerpos en el periodo de seroconversion. 

Los equipos de cuarta generation, que permiten la detection 
de Ag p24 y de anticuerpos, se presentan en formatos desde en- 
zimoinmunoensayos en microplaca totalmente manuales hasta en 
dispositivos totalmente automatizados basados en quimiolumi- 
niscencia como es el Architect ( Abbott ) o el de Vidas Duo Ultra 
(Biomerieux). En todos ellos la serial de detection para Ag y Ac 
es unica, excepto para el de Biomerieux. El principio de este ul- 
timo en su primera version ( Vidas Duo), a diferencia de los otros 
ensayos de cuarta generation, consistia en un ensayo de segunda 
generation (no de tercera) al cual se le habia sumado la detection 
de Ag p24. El mismo fue sucedido por la version DUO Ultra que 
ademas de ser conceptualmente un ensayo de cuarta generation, 
posee la caracterfstica distintiva por sobre el resto de los equipos 
de diferenciar la serial producida a expensas de Ag p24 de aque- 
11a producida a expensas de los anticuerpos. Todos estos equipos 
automaticos permiten ademas la posibilidad de procesar un gran 
numero de muestras. Desde su aparicion en el mercado hasta la 
actualidad estos ensayos en el area de diagnostico han ido despla- 
zando al ELISA de Ag p24. 

Ly y col., en un estudio realizado sobre siete equipos comer- 
ciales disponibles en Europa, encuentra que, si bien todos pudie- 
ron detectar anticuerpos anti-HIV- 1 grupo M (subtipos A hasta 
G), formas recombinantes circulantes A/E, y HIV-1 grupo O, la 
sensibilidad analitica varia considerablemente para muestras posi- 
tivas para HIV-2 y HIV- 1 grupo O. En cuanto a la sensibilidad para 
la detection de Ag p24 cuando dichos ensayos son enfrentados a 
distintos aislamientos se observan diferencias en el limite inferior 
de detection que, segun el ensayo, esta o no asociado a subtipos 
diferentes. Otra caracterfstica muy importante a considerar es la 
especificidad. Existen publicaciones que sugieren que el uso de un 
ensayo antfgeno-anticuerpo combinado resulta en una diminution 
de la especificidad. Sin embargo, datos preliminares en Banco de 
sangre para dos de los equipos comerciales disponibles, sobre mas 
de 2 000 muestras estudiadas, sugeririan una especificidad del 
99,85% y del 99,78 % para los dos equipos evaluados. 

2.2 Otros ensayos de Tamizaje 

Existen otros ensayos de tamizaje (Tabla 22.4.1), de los cuales 
la "aglutinacion de partfculas de gelatina" ha tenido una am- 
plia difusion en todo el mundo y en nuestro medio. El ensayo se 
encuentra disponible ya sea en forma combinada HIV-l/HIV-2 o 
como ensayo monoespeclfico HIV-1. La aglutinacion de partfculas 
de gelatina es frecuentemente empleada debido a la ventaja de no 
requerir un equipamiento complejo, aunque su tiempo de realiza- 
tion es similar al de un ELISA (2-3 horas). La tecnica consiste en 
partlculas de gelatina recubiertas con antigeno viral purificado e 
inactivado que se ponen en contacto con diluciones del suero del 
paciente. La presencia de anticuerpos especlficos se visualiza a tra- 
ves de una reaction de aglutinacion, visible a simple vista. 

La sensibilidad durante el periodo de seroconversion es 
similar a los ELISAs de tercera generation ya que la aglutina- 
cion de partfculas detecta anticuerpos de tipo IgG e IgM. 

2.2.1 Ensayos Simples / Rapidos 

En los ultimos anos, los ensayos rapidos han adquirido importancia 
en el diagnostico de la infection por HIV. Los avances en su de- 
sarrollo se deben a la necesidad de disponer de ensayos confiables 
y accesibles que puedan ser utilizados en laboratories de muy baja 
complejidad. 

Estos ensayos rapidos estan basados en tecnicas de "inmunodot " , 
aglutinacion, inmunocromatografia, o inmunofiltracion, siendo va- 
riados los formatos de su presentation. Los antfgenos que se usan 
son protefnas recombinantes y peptidos sinteticos. A diferencia de 
los ensayos anteriormente mencionados que emplean suero o plas- 
ma, la muestra para estos ensayos puede ser sangre entera. Estos 


Deteccion de anticuerpos: 

Ensayos de tamizaje o screening 

Enzimoinmunoensayos 

• Antigenos que contienen 

Lisado de partlculas virales completas 
Proteinas recombinantes 

Peptidos sinteticos (antigenos sintetizados quimicamente) 

• Clase de Inmunoglobulinas que detectan 

IgG (Ensayos de 1 8 y 2 s generation) 

IgG, IgM, IgA (Ensayos de 3 s generation) 

IgG, IgM, IgAy 

Antigeno p24 (Ensayos de 4 8 generation) 

Otros tipos de ensayos 

Aglutinacion de partlculas de gelatina 
Aglutinacion de partlculas de latex 
Hemaglutinacion 
Inmunoensayos en fase solida 
Ensayos o "tests" rapidos 

Ensayos Suplementarios 
Deteccion de anticuerpos 

Western blot 

Inmunofluorescencia 

LIA 

Deteccion de virus o antigenos virales 

Enzimoinmunoensayo (captura de antigeno p24) 

Cultivo o aislamiento viral 

Deteccion de acidos nucleicos (RNA o DNA) 

Para Diagnostico 

Deteccion de DNA proviral de HIV en celulas 
mononucleares de sangre periferica 
Deteccion cualitativa plasmatica de RNAde HIV 

Para Seguimiento de la infeccion o monitoreo de la 

terapia antirretrovirai 

Carga viral plasmatica de HIV 

Tabla 22.4.1. Tipo de ensayos para el diagnostico de la 
infeccion por HIV. 


metodos son simples y rapidos ya que en 10-40 min. es posible ob- 
tener un resultado; no requieren de un equipamiento especial y la 
lectura es visual. Si bien el operador no necesita ser experimentado, 
se requiere un mlnimo entrenamiento para manejo de la tecnica y la 
interpretation de los resultados. Los equipos pueden ser conservados 
en un amplio rango de temperatures (2° C y 30° C). 

La utilization de estos ensayos es muy valiosa en situaciones 
de posible intervention, y quizas una de las mas importantes sea 
la prevention de la transmision madre-hijo. En la actualidad, en 
nuestro medio, estos ensayos se utilizan cuando al momento de 
parto se desconoce el "status serologico" de la paciente, y tam- 
bien en los accidentes laborales para el estudio rapido del pacien- 
te fuente. En otros pafses se ha evaluado su empleo en el testeo 
voluntario. 

En los ultimos anos se han realizado numerosas publicaciones 
sobre estos ensayos. Su sensibilidad es del 95,5% al 100%, y su 
especificidad es del 94,46% al 100%. La "performance" de estos 
ensayos se acerca a la del algoritmo conventional basado en ELI- 
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Ensayo 

Sensibilidad 

Especificidad 

Vidas Duo 

100% 

99,5% 

Vidas Duo Ultra 

100% 

99,5% 

Enzygnost HIV 
integral 

100% 

99,8% 

Cobas core HIV 
combi 

100% 

99,73 % 

Vironostika 

Uniform II Ag/Ab 

96,7% 

99,9% 

Murex HIV 
combination 

100% 

99,78% 

Genscreen Plus 

100% 

100% 


Tabla 22.4.2. Sensibilidad y especificidad de ELISAs de 
4ta. generacion. 
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SAs de 3ra. generacion y Western Blot. 

En nuestro pais, la sensibilidad y especificidad observada 
para los equipos de Capillus y Determine fue similar a la repor- 
tada por la OMS y por otros autores. Sin embargo, existe muy 
poca evidencia sobre la performance de estos ensayos frente a la 
seroconversion. Si bien algunas publicaciones evaluan muestras 
provenientes de paneles de suero, en general analizan un muy 
escaso numero de muestras. En nuestro pais, las recomendaciones 
subrayan que el estudio a traves de ensayos rapidos no excluye el 
posterior analisis por el algoritmo convencional. 

El empleo de tests rapidos ha sido evaluado en otros paises, en 
sitios directos de aconsejamiento y testeo voluntario, para lo cual 
la OMS ha propuesto una serie de algoritmos donde se combinan 
dos test rapidos diferentes para su uso en serie. Este tipo de algo- 
ritmos son extensamente utilizados en la actualidad en Sudafrica y 
otros paises de Africa produciendo una mejora en la accesibilidad 
al diagnostico. Recientemente se encuentra disponible el primer 
ensayo o test rapido que simultaneamente detecta y diferencia anti- 
geno p24 de HIV y anticuerpos contra HIV- 1/2 ( Determine HIV1/2 
Combo, Abbott), al igual que su predecesor es inmunocromatogra- 
fico. Este nuevo ensayo requiere pequenos volumenes de suero, 
plasma o sangre entera, y puede utilizar tambien sangre capilar 
obtenida de un pinchazo en el dedo (lo cual es rapido, seguro y 
virtualmente indoloro). Como todo test rapido arroja resultados 
en 20 minutos, teniendo la ventaja de no necesitar refrigeration 
para su conservation ni equipamiento tecnologico para su realiza- 
tion. Las evaluaciones realizadas hasta el momento indican que la 
performance del mismo es similar a los EIE de cuarta generacion, 
la especificidad en el diagnostico fue del 99,23% para Ac y del 
99,66% para el Ag p24. EL ensayo fue capaz de reducir la ventana 
serologica en 5 dias (promedio, rango 2-20) al ser evaluado con 
paneles de muestras comerciales de seroconversion. 


3. Ensayos suplementarios 


Los ensayos suplementarios se emplean para confirmar si una 
muestra que ha sido previamente positiva mediante un ensayo de 
tamizaje, presenta anticuerpos especificos para HIV y para descar- 
tar la posibilidad de falsos positivos. A pesar de que los ensayos de 
tamizaje actuales han mejorado su especificidad, siendo altamente 
sensibles, existe un porcentaje minimo de falsos positivos. 

La tecnica mas utilizada es la Western blot (WB) debido a que 
el uso combinado de un ELISA y un WB positivo tiene un valor 
predictivo positivo (VPP) superior al 99%. Dicho VPP es superior 
al del ELISA o del WB por separado. Por ello, una muestra que es 
ELISA negativa no es estudiada por WB, y solo aquellas que son 
reiteradamente reactivas en el ELISA son estudiadas posteriormen- 
te por WB. 

El principio del WB es un enzimoinmunoensayo en fase 


Gen 

Producto 

Description 

env 

gpi60 

precursor 


gp120 

envoltura externa 


gp41 

transmembrana 

gag 

p55 

precursor 


p40 

precursor 


p24 

core 


pi 7 

matriz 

pol 

p66 

transcriptasa 

inversa 


p51 

transcriptasa 

inversa 


p32 

endonucleasa 


Tabla 22.4.3. Identification por peso molecular de los 
principales productos de los genes estructurales del HIV- 
1 en el Western blot. 


solida realizado sobre papel de nitrocelulosa en el cual se en- 
cuentran inmovilizadas y distribuidas segun su peso molecular 
las distintas protelnas del virus HIV. Esta tecnica detecta anti- 
cuerpos de clase IgG. 

Los criterios de positividad para la interpretation de los resul- 
tados del WB son cinco, considerandose como negativo si existe 
ausencia total de bandas especificas y no especificas, e indetermi- 
nado cualquier combination de bandas que no cumpla con el crite- 
rio seleccionado. En nuestro pals el criterio recomendado es el del 
CDC (Atlanta, EE. UU.; Tablas 22.4.3 y 22.4.4). 

La sensibilidad y especificidad para el WB es del 100% en 
muestras de pacientes con infection establecida. 

Otros ensayos suplementarios, son los conocidos como ensa- 
yos de linea (LIA), desarrollados con posterioridad al WB. El LIA 
tambien se trata de un enzimoinmunoensayo en fase solida, con la 
diferencia de que contiene protelnas recombinantes y/o peptidos 
sinteticos del virus HIV seleccionados, no encontrandose represen- 
tadas todas las protelnas del virus. Estos ensayos pueden detec- 
tar anticuerpos especificos anti-HIV- 1 y anti -HIV-2 (ej: InnoLia y 
Pepti-LAV). La sensibilidad es del 99,3%-100%, y la especificidad 
del 100% . Estos ensayos tienen, por su diseno antigenico, un me- 
nor porcentaje de resultados indeterminados. 

Finalmente, la tecnica de inmunofluorescencia indirecta fue 
utilizada en nuestro pals durante los primeros anos de la epide- 
mia como procedimiento de confirmation. Si bien se desarrollo un 
equipo diagnostico en nuestro pals, el mismo no se comercializo y 
con el tiempo cayo en desuso. Su utilization se circunscribio a los 
laboratories de referencia que preparaban sus propias improntas, 
lo que requiere de un equipamiento de bioseguridad para mantener 
las llneas celulares infectadas con HIV-1. 

La tecnica presentaba una alta especificidad y sensibilidad, su 
costo era mucho menor al del WB, pero requerla de operadores 
altamente entrenados en su lectura para diferenciar fluorescencia 
especifica de inespecifica y de rigurosos controles de calidad con el 
fin de monitorear los lotes de production para evitar variaciones en 
la sensibilidad y especificidad. 

Brevemente, antes de finalizar con los ensayos de tamizaje y 
suplementarios serla importante hacer una referencia a otras estra- 
tegias serologicas que permiten detectar en forma retrospectiva una 
infection reciente (inferior a 180 dias). Estas estrategias se han ba- 
sado en la caracteristica de discriminar la baja concentration y avi- 
dez de los anticuerpos anti HIV durante la etapa temprana de la in- 
fection a diferencia de aquellos de la infection cronica establecida. 
Dentro de este grupo de ensayos se encuentra el Detuned, el index 
de avidez y el de Bed-CEIA. Algunas de estas tecnicas comienzan 
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Organizacion 

Criterio 

ASTPHLD/CDC 

Al menos dos de: 

p24 

gp41 

gpl 60/1 20 

Cruz Roja Americana 

Al menos tres bandas, una 
correspondiente a cada uno de 
los genes: gag + pol + env 

Consorcio para la 
Estandarizacion de 
Serologia de retrovirus 

Al menos dos bandas: p24 6 
p32 + gp41 6 gpl 60/1 20 

FDA 

p24, p31 y gp41 6 gpl 20/ 
gpl 60 

OMS 

Al menos dos bandas de 
envoltura 


Tabla 22.4.4. Criterio de positividad para la interpreta- 
tion del Western Blot. OMS: Organizacion Mundial de la 
Salud; FDA: Food and Drug Administration, Centers for Di- 
sease Control and Prevention, EE.UU. 

en la actualidad a estar disponibles en plataformas totalmente au- 
tomaticas. Estas estrategias han tenido un valor importante a nivel 
poblacional, permitiendo reclasificar un porcentaje significativo de 
casos positivos pudiendose estimar el numero de infecciones re- 
cientes en distintas poblaciones. Es probable que en un futuro muy 
cercano se encuentren tambien incorporados en la practica clrnica. 

4. Alcoritmo de diagnostico 

El algoritmo convencional de diagnostico serologico de E1IV-1 
contemplaba originalmente un esquema similar al que puede ob- 
servarse en la Figura 22.4.2, con algunas diferencias que comen- 
taremos. Los ELISA de Ira., y en menor medida los de 2da. ge- 
neration presentaban un porcentaje de falsos positivos, por ende, 
toda muestra reiteradamente reactiva por ELISA era estudiada por 
WB. Si el resultado obtenido del WB era negativo se consideraba 
que el resultado obtenido en el tamizaje era un falso positivo. En 
cambio, si el resultado en el WB era indeterminado se consideraba 
la posibilidad de estudiar al individuo en un periodo de 3 meses. 


Los ensayos de 3ra. generacion obligaron a cambiar el criterio 
de interpretation de ciertos resultados positivos. Es decir, resulta- 
dos reactivos en ELISAs de 3ra. generacion podian ir acompanados 
de resultados negativos en un ensayo suplementario como el WB 
ya que la sensibilidad de este ultimo es inferior a la de los ELISAs 
de tercera porque el WB detecta solamente inmunoglobulina de 
clase Ig G. De manera que en el marco de estos nuevos ELISAs, es- 
tos no podian ser interpretados simplemente como falsos positivos, 
y resultaba indispensable distinguir entre un falso positivo y un pa- 
ciente en periodo de seroconversion. El aumento de la absorbancia 
en un ELISAs en sucesivas muestras del paciente y/o el incremento 
de bandas (es decir anticuerpos contra distintas proteinas virales) 
en el WB es lo que permite documentar la seroconversion. 

Si en el tamizaje se emplean ELISAs de 4ta. generacion, el 
criterio sigue siendo el mismo con la diferencia que debemos con- 
siderar, ademas, que en estos ensayos la positividad tambien puede 
deberse a la presencia de Ag p24. Por ello, en el algoritmo para 
definir esta situation debemos incluir la detection de Ag p24 o de 
acidos nucleicos (RNA de HIV). Recordemos que durante la pri- 
moinfeccion la replication viral es muy importante detentandose 
altos niveles de viremia. En estos casos es necesario el seguimiento 
a traves de muestras sucesivas cada 7-10 dias (Figura 22.4.2). 

Por otra parte, es importante mencionar que debido que el alto 
costo del WB y al porcentaje no despreciable de resultados indetermi- 
nados, que pueden originarse en ciertas circunstancias no relacionado 
con seroconversiones, han motivado el diseno de algoritmos alterna- 
tives basados en la combination de dos o mas ensayos de tamizaje, 
sobre todo para pafses con limitados recursos. Al momenta de disenar 
estos algoritmos, es necesario considerar no solo las sensibilidades y 
especificidades de los ensayos sino tambien los valores predictivos 
positivos y negativos, ademas de la prevalencia de HIV en la pobla- 
cion sobre la cual van a ser empleados. La Figura 22.4.2 muestra el 
algoritmo para diagnostico serologico de HIV-1 donde el criterio de sSp 
positividad del WB recomendado es el del CDC. Finalmente, en aque- ^ j 
lias areas donde existe circulation de HIV-2 o de HIV grupo O, el 
algoritmo prosigue con el fin de discriminar a ambos tipos virales. 


El ELISA para la detection de antigeno p24 (Ag p24) file desarro- 
llado hace muchos anos. Sin embargo, dada su baja sensibilidad 


5. Antigeno p24 y deteccion de acidos nucleicos 

5. 1 Antigeno p 24 



Figura 22.4.2. Algoritmo para el diagnostico serologico de la infeccion por HIV-1. Vease la Adenda al final de este capitulo. 
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bDNA 3.0 

AMPLICOR V 1.5 

COBAS V 1.5 

NucliSENSE 

Standard 

Ultra 

Standard 

Ultra 

Fabricante 

Bayed 1 

Rochet 

Roc/re® 

Biomerieux 

Procesamiento 

Semi- 

automatizado 

Manual 

Automatizado 

Manual 

Semi- 

automatizado 

Tipo de muestra 

Plasma 

Plasma 

Plasma 

Plasma, suero, 
LCR, leche 
materna, 
plasma 
seminal 

Anticoagulante 

EDTA 

ACD o EDTA 

ACD o EDTA 

ACD, EDTA o 
heparina 

Volumen de 
muestra 

1 000 pi 

200 pi 

500 pi 

200 pi 

500 pi 

20 pl-2000 pi 

Gen bianco 

pol 

gag 

gag 

gag 

Rango dinamico 

50-500 000 
copias/ml 

400-750 000 
copias/ml 

50-100 000 
copias/ml 

400-750 000 
copias/ml 

50-100 000 
copias/ml 

400-10 000 000 
copias/ml 

N 2 de 

determinaciones 

96 

12 controles 

84 muestras 

4 controles 

20 determinaciones 

48 

6 controles 

42 determinaciones 

50 

determinaciones 


Tabla 22.4.5. Caracteristicas de las distintas tecnicas para el dosaje de la carga viral plasmatica del HIV-1. 


) Corpus 
Editorial 


(aproximadamente 30% en pacientes infectados asintomaticos) no 
resulta util en el seguimiento de pacientes infectados. Sin embargo, 
este ensayo es de gran utilidad en el diagnostico pediatrico y duran- 
te la primoinfeccion por HIV. 

En el diagnostico pediatrico de HIV la deteccion de Ag p24 
ha sido util debido a las caracteristicas de la infeccion en recien 
nacidos y aun se emplea en la actualidad. El tratamiento previo de 
la muestra con el fin de disociar los inmunocomplejos se tradujo 
en un aumento significativo de la sensibilidad (hasta un 60%) en 
pacientes pediatricos, no asi en adultos. Dicho tratamiento puede 
ser tanto acido como basico, y permite que los inmunocomplejos 
antigeno-anticuerpo sean disociados, quedando el antigeno p24 li- 
bre para su deteccion. Se recomienda que todo resultado positivo 
sea confirmado mediante un ensayo de neutralization, teniendo en 
cuenta que si bien la disociacion de inmunocomplejos aumenta la 
sensibilidad, tambien puede generar falsos positivos. 

Durante la seroconversion, un pico de viremia precede, en la 
mayorfa de los casos, a la production de anticuerpos. Por ello, la 
deteccion de Ag p24 puede ayudar a diagnosticar pacientes en el 
periodo de seroconversion. Se ha documentado que la sensibilidad 
y la especificidad ascienden a un 88,7% y a un 100%, respecti- 
vamente durante la primoinfeccion. Si bien algunas publicaciones 
sugieren una sensibilidad menor (aproximadamente 50%) esto de- 
pende del equipo comercial empleado y del tiempo y perfil serolo- 
gico del paciente al momento del estudio. 


5.2 Deteccion de Acidos nucleicos 


El empleo de tecnicas moleculares para la deteccion de acidos nuclei- 
cos ya sea RNA o DNA de HIV tiene dos aplicaciones muy definidas: 

1) En el seguimiento de la infeccion o bien en el monitoreo del 
tratamiento antirretroviral. 

2) En el diagnostico pediatrico y, en ciertas situaciones para 
el diagnostico del adulto como puede ser durante la primo- 
infeccion. 


5.3 CilANTIFICA CION DE RNA DE HIV EN PLASMA 


Se denomina "carga viral" a la cantidad de virus presente en un 
determinado fluido o tejido. La cuantificacion de RNA de HIV en 


plasma, se denomina "carga viral plasmatica" y constituye un mar- 
cador predictivo en el seguimiento o monitoreo de la terapia antire- 
troviral. Su valor se expresa en copias de RNA por ml. de plasma y 
a su vez, este valor en logaritmo en base 10. Se considera un cambio 
significativo entre dos mediciones a aquel que supere una diferencia 
de 0,5 log , por ser superiores al error inherente al ensayo. 

Existen tres tecnicas comerciales y se las clasifica en dos gru- 
pos: las que se basan en la amplification de la serial como es el 
caso de bDNA (" branched DNA", Chiron ) y, las que se basan en 
la amplification del genoma viral mediante una PCR cuantitati- 
va ( Amplicor, Roche) o una amplification isotermica (NucliSENS, 
NASBA, BioMerieux ) (Tabla 5). Existen diferencias entre ellas en 
cuanto al requerimiento del volumen de muestra, su preparation y 
al rango dinamico de cuantificacion que presentan. Algunos de es- 
tos ensayos presentan mayor versatilidad con otras muestras como 
el lfquido cefalorraqufdeo. 

Las plataformas anteriormente descriptas estan siendo en la 
actualidad reemplazadas por nuevas basadas en amplification ge- 
nomica en tiempo real, como es el caso de Easy Q (Biomerieux), 
Cobas TaqMan (Roche) y el Real Time HIV (Abbott). El principio 
general de estos ensayos se basa en la amplification y deteccion 
simultanea de una region de una region conservada del genoma 
de HIV. Estos ensayos tienen un amplio rango de cuantificacion 
(en general entre 40 - lxlO 7 copias/ml) y el tiempo de reaction 
se ha visto en horas significativamente reducido. Es de mencio- 
nar tambien, que los procesos de extraction de acidos nucleicos 
tambien ha sido automatizado pudiendose acoplar al sistema de 
amplification y deteccion. Finalmente es importante remarcar que 
la diversidad genetica puede influir en la cuantificacion de RNA de 
HIV-1, especialmente en aquellos ensayos cuyo principio se basa 
en la amplification genomica, habiendose reportado subcuantifica- 
cion en pacientes con subtipos no-B. 

En cuanto al empleo de los ensayos de carga viral con fines 
de diagnostico es importante recordar que los mismos no han sido 
disenados para esa aplicacion sino para el seguimiento o monito- 
reo. Durante la primoinfeccion, en la mayorfa de los casos el nivel 
de RNA de HIV es alto, detectandose a partir de los 10 dias de 
la infeccion y alcanzando el pico maximo entre los 20 y 30 dias. 
Los ensayos de carga viral han mostrado tener una sensibilidad del 
100%, pero una especificidad del 97,4%. La presencia de falsos 
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• Evaluation de aparicion de bandas en WB seriados 

• Monitoreo del titulo de anticuerpos: deteccion de 
anticuerpos. de tipo IgM e IgA; produccion in vitro de 
anticuerpos (IVAP o ELISPOT). 

• Deteccion de antigeno p24 en suero previa 
disociacion de inmunocomplejos 

• Co-cultivo de HIV 

• Deteccion de DNA proviral por PCR 

• Deteccion de RNA plasmatico. 

• Deteccion de DNA proviral por PCR en tiempo real 


Tabla 22.4.6. Tecnicas empleadas en ninos menores de 18 
meses para el diagnostico pediatrico de infeccion por HIV. 

positivos ha sido reportada usualmente con valores de carga viral 
iguales o inferiores a las 2 000 copias/ ml. Dc manera que pacientes 
con smtomas sugestivos de infeccion primaria por HIV, pero con 
resultados bajos de RNA de HIV, o relaciones CD4:CD8 norma- 
les y serologfa para HIV persistentemente negativa en el tiempo, 
deben ser considerados con precaution pudiendo corresponder a 
eventuales casos falsos positivos. 

6. Diagnostico pediatrico 

El diagnostico de la infeccion por HIV en ninos nacidos de madres 
infectadas es complejo debido a la presencia de anticuerpos mater- 
nos anti-HIV de tipo IgG, los que atraviesan en forma pasiva la pla- 
centa y began at feto. En todo nino nacido de madre infectada con 
HIV la presencia de anticuerpos contra el virus indica exposition 
al virus y no infeccion como en el caso de adultos. Estos anticuer- 
pos maternos se vuelven indetectables entre los 9 y 10 meses de 
vida, aunque ocasionalmente pueden perdurar hasta los 18 meses. 
Por ello, la deteccion de anticuerpos especificos anti-HIV como 
herramienta de diagnostico no es utilizada hasta despues de los 18 
meses de vida (Tabla 22.4.6). Para realizar un diagnostico precoz 
de infeccion en el recien nacido deben utilizarse otras tecnicas. 

En las ultimas decadas, numerosas estrategias han sido desa- 
rrolladas y evaluadas (Tabla 22.4.6), muchas de las cuales ya no se 
utilizan debido a su baja sensibilidad. Tal es el caso de la deteccion 
de anticuerpos de tipo IgA especificos, ya que su sensibilidad po- 
dria ser del 100% pero recien a los 6 meses de vida. La deteccion 
de anticuerpos de tipo IgM, de gran utilidad en otras infecciones 
virales perinatales, presenta menos sensibilidad que la deteccion 
de IgA para HIV. 

La tecnica de produccion in vitro de anticuerpos implica la 
obtencion de celulas mononucleares de sangre periferica, su man- 
tenimiento en cultivo por un tiempo corto, y su estimulacion para 
la produccion de anticuerpos, los cuales posteriormente deben ser 
evaluados. Este ensayo dejo de utilizarse por ser muy laborioso, y 
con una sensibilidad muy baja en ninos menores de 6 meses. 

Por muchos anos las tecnicas mas utilizadas fueron el co-cul- 
tivo o aislamiento viral, la deteccion de DNA proviral en celulas 
mononucleares de sangre periferica por PCR y la deteccion de Ag 
p24. Es importante recordar que si bien la deteccion de Ag p24 en 
suero, previa disociacion acida, aumenta la sensibilidad de esta 
tecnica, la sensibilidad general del ensayo es rnenor que la de 
ensayos moleculares de deteccion de acidos nucleicos, por lo que 
un resultado negativo de p24 no descarta la infeccion por HIV. 

El aislamiento de HIV se basa en un co-cultivo de mononu- 
cleares de sangre periferica de un dador normal que se estimula 
previamente con fitohemaglutinina y se cultiva junto a mononu- 
cleares del paciente. Los cultivos deben ser mantenidos por 30 dias 
en presencia de IL-2. 

El co-cultivo con celulas del dador normal produce: 1) aumen- 
to de la presion de selection; 2) estimulacion alogeneica, que se 
traduce en una mayor expresion del receptor de IL-2. De esta ma- 
nera, al estar las celulas en un medio de cultivo con IL-2 hay una 


estimulacion del crecimiento, habiendo mayor smtesis de DNA y 
por ende mayor replication viral; 3) disminucion del efecto inhibi- 
torio de los linfocitos CD8 + por efecto de dilution. 

Semanalmente, este cultivo debe ser alimentado con mononuclea- 
res de dador normal estimulados con fitohemaglutinina. El monitoreo 
se realiza a traves del dosaje de Ag p24 como medida de la replication 
viral. El cultivo es considerado negativo cuando todos los controles 
semanales son negativos en el ensayo de Ag p24. El cultivo es positivo 
cuando dos de esos controles consecutivos en el tiempo sean positivos 
para Ag p24. Una de las desventajas de esta tecnica es lo laborioso de 
la misma, el tiempo de realization, y su limitation a laboratories pre- 
parados en terminos de bioseguridad y equipamiento. Su sensibilidad 
alcanza el 90-100% recien al 3er. mes de vida. 

La tecnica de PCR para DNA proviral alcanzo un uso gene- 
ralizado por la rapidez en la obtencion de un resultado y por su 
sensibilidad general, a pesar de que el mayor obstaculo sea el de 
su sensibilidad durante el primer mes de vida. Los casos positivos 
detectados dentro de las 72 h. del nacimiento corresponden a ninos 
infectados tempranamente, es decir, es debido a la transmision en 
utero. Esta tecnica debe ser estandarizada en cada laboratorio, exis- 
tiendo una variation entre los distintos laboratorios en terminos de 
su eficiencia, a pesar del consenso existente en cuanto a los genes 
y areas de los mismos a amplificar. 

En la actualidad, la deteccion en forma cualitativa de RNA de 
HIV en plasma ha cobrado mayor importancia debido al hecho de 
que la produccion viral inmediatamente posterior a la infeccion es 
elevada, tanto en adultos como en recien nacidos, y estos altos ni- 
veles de RNA tienden a persistir en los ninos no tratados durante 
los dos primeros anos de vida. De esta manera, la deteccion de 
RNA permite detectar precozmente la infeccion, habiendose repor- 
tado una sensibilidad del 100 % dentro del primer mes de vida. 

Las recomendaciones en nuestro pals establecen un algo- 
ritmo que combina basicamente el uso de PCR para DNA pro- 
viral, Ag p24 y deteccion de RNA de HIV. De acuerdo con las 
normativas del CDC: 

1) La infeccion por HIV es confirmada por dos ensayos virolo- 
gicos positivos obtenidos en dos muestras de sangre distintas 
y consecutivas. 

2) Se recomienda que el primer estudio sea realizado entre las 48 
h. y los 30 dias. 

3) Para descartar la infeccion por HIV son necesarios tres resulta- 
dos de DNA proviral de HIV por PCR, de los cuales el tercero 
debera ser realizado despues del cuarto mes y habiendo inter- 
vals entre ellos de por lo menos un mes. 

4) Si el nino ha sido amamantado, el algoritmo debera ser reeva- 
luado, comenzando un mes despues de suspendida la lactancia 
y hasta los 6 meses de vida. 

5) La infeccion por HIV puede ser descartada cuando -ademas de 
los estudios anteriormente mencionados- hubiera ausencia de 
smtomas cllnicos por HIV. 

6) La infeccion por HIV puede ser excluida definitivamente en 
ninos a partir de los 18 meses de vida ante: a) serologia negati- 
va para HIV; b) ausencia de smtomas clinicos de infeccion por 
HIV; c) ausencia de hipogammaglobulinemia; d) ausencia de 
ensayos virologicos positivos. 

7. CONCLUSIONES 

El desarrollo de nuevas metodologlas constituye un avance para el 
diagnostico precoz y adecuado de la infeccion por HIV. El cono- 
cimiento de las caracterfsticas, la performance y las limitaciones 
de los distintos ensayos en el contexto de la poblacion en la cual 
se aplican, incluyendo la prevalencia y la distribution de los dife- 
rentes subtipos de HIV, es indispensable a la hora de decidir las 
estrategias de diagnostico. Es importante remarcar que todo resul- 
tado de laboratorio debe ser analizado siempre dentro del contexto 
clinico y epidemiologico del individuo que es el sujeto de nuestro 
estudio. 
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Adendum 

A1 momenta de imprimirse esta 4ta. edition de Virologla Me- 
dica, se esta modificando el algoritmo de diagnostico para HIV con 
el objeto de mejorar la sensibilidad de la detection de la infeccion 
durante el perlodo de ventana (altamente contagioso). En diciembre 
de 2012 la Conferencia Nacional de HIV de EE.UU. recomendo 
que -ademas del recientemente implementado test inicial para de- 
teccion simultanea de antlgeno de HIV y anticuerpos especlficos 
(test de 4ta. generacion o combo IA)- los resultados reactivos deben 
ser confirmados con un test que detecte y diferencie la presencia de 
anticuerpos anti-HIV-1 y anti-HIV-2. Los resultados reactivos con 
este test suplementario confirman la presencia de anticuerpos espe- 
clficos. Si el combo IA de tamizaje es reactivo y el test suplemen- 
tario de anticuerpos es no reactivo o indeterminado, se recomienda 
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Transmision Madre-Hijo del HIV 

Guillermina Dolcini - Liliana Martinez Peralta 


1. INTRODUCCION 

La transmision madre-hijo (TMH) es el origen de la infeccion en 
mas del 90% de los casos de infeccion en los ninos de menos de 15 
anos, y su prevention es una de las principales prioridades mundia- 
les de intervention en el campo del HIV/SIDA. 

Segun un infonne de 2009 de la Organization de las Naciones 
Unidas para el SID A, la epidemia afecta hoy a 2,1 millones de ninos; 
durante el ano 2008, 280 000 ninos murieron de SIDA y entre los 
2,7 millones de nuevos casos de infeccion por el HIV-1, 430 000 
fueron casos infantiles. Mas del 90% de estos ninos viven en Africa 
subsahariana donde la prevalencia de HIV es muy alta en mujeres 
gestantes (de 7 a 30%). Estos altos niveles de infeccion no se ven 
en el resto del mundo pero pueden ser asimismo preocupantes. La 
epidemia esta afectando a un numero creciente de mujeres jovenes. 

En America Latina durante los anos 90, la relation entre varo- 
nes y mujeres infectados con HIV se ha estrechado considerable- 
mente, detectandose relaciones de 3: 1 en America Latina y 2: 1 en 
el Caribe. Es evidente que la infeccion esta en aumento entre mu- 
jeres de America Central y entre las poblaciones indigenas. La pre- 
valencia de infeccion varia mucho de una region a otra, pero es mas 
elevada en Centroamerica y el Caribe donde la via heterosexual es 
el principal mecanismo de transmision. En 12 de estos paises la 
prevalencia de infeccion en mujeres embarazadas es superior al 1 
%. En los paises del Cono Sur (Argentina, Chile, Paraguay y Uru- 
guay) los casos de SIDA perinatal notificados alcanzan el 7% del 
total acumulado (periodo 1983-2003), siendo el porcentaje mayor 
con respecto a todas las regiones de America. En Argentina, si bien 
no se dispone de datos sistematizados en todas las jurisdictions, 
el analisis de los datos aportados por algunas de ellas muestra una 
tasa de TMH de 6,18% en el periodo 2006-2008. Del total de noti- 
fications durante 2008, 2,78% de los nuevos diagnostics de HIV 
fueron debidos a TMH. 

2. Embarazo y progresion de la infeccion POR HIV 

Se han realizado numerosos estudios de seguimiento con el ob- 
jeto de observar y caracterizar la relation entre el embarazo y la 
progresion de la infeccion por HIV en mujeres. Las alteraciones 
transitorias en el numero de linfocitos CD4/CD8 y de los niveles 
circulantes de inmunoglobulinas, descriptas en la mujer embara- 
zada, dieron sustento a la hipotesis de una asociacion morbida. 
Si se consideran los resultados de los estudios que involucraron 
un alto numero pacientes en forma controlada, puede concluirse 
que las mujeres embarazadas con HIV presentan una curva de re- 
cuperation mas lenta de sus cifras basales de CD4/CD8, sin que 
se haya demostrado aun un riesgo aumentado de progresion de la 
infection. Se han observado efectos leves en la progresion de la 
infeccion en embarazadas asintomaticas o en etapas tempranas de 
la infeccion, pero una progresion mas rapida en embarazadas que 
cursan etapas tardfas de la infeccion por HIV. 

3. MODOS DE TMH Y FACTORES DE RIESGO 

La TMH del HIV puede ocurrir durante el embarazo (intrauterina), 
durante el parto (intraparto) o posterior al parto a traves de la lac- 
tancia materna (postparto). 


Sin considerar la lactancia materna, la transmision intrauterina 
representa un 25-40% de las infecciones y un 60-75% de la trans- 
mision ocurre durante el trabajo de parto y el parto. Entre las mu- 
jeres que amamantan, estos porcentajes disminuyen al 20-25% la 
intrauterina y 60-70% la intraparto por el factor lactancia materna 
que se calcula en un 10-15%. 

Si bien se ha demostrado la presencia de antigenos del HIV en 
diferentes organos fetales de 8-15 semanas de vida, la frecuencia 
de esta infeccion temprana durante el embarazo es relativamente 
baja y se calcula que dos tercios de los ninos se contagian el dfa 
del parto. La transmision intraparto puede ocurrir ya sea durante 
el trabajo de parto o el parto a traves de intercambio materno-fetal 
de sangre u otras secreciones matemas. Evidencias indirectas de la 
importancia de la transmision intraparto se obtuvieron por estudios 
en mellizos, mostrando que el primer bebe que nace tiene el doble 
de riesgo de contraer la infeccion que el segundo mellizo ya que 
este que tiene menos contacto con los lfquidos maternos. 

La mayorfa de las infecciones transmitidas por la lactancia mater- 
na probablemente ocurran durante las primeras semanas a meses de 
vida del nino, aunque cuanto mas prolongada es la lactancia, mayor es 
el riesgo de transmision del HIV. Los factores de riesgo durante la lac- ?sSp 
tancia materna incluyen: una elevada carga viral en sangre y leche ma- |30 

tema, la mastitis clfnica o subclfnica, los abscesos mamarios y la pri- 
moinfeccion materna durante la lactancia. Se ha observado que podna 
existir un riesgo mayor en aquellos ninos alimentados con esquemas 
mixtos (biberon y pecho) que en aquellos alimentados exclusivamente 
con leche materna. En el tracto gastrointestinal del recien nacido hay 
una menor acidez, mucus y actividad de Ig A, as! como una mucosa 
mas delgada, todo lo cual favoreceria la penetration viral. 

Varios factores determinan el riesgo de TMH del HIV. Una 
alta carga viral, tanto a nivel sistemico (plasmatica) como local 
(en secreciones cervico-vaginales y en leche), y un bajo recuento 
de celulas T-CD4+ circulantes en la madre son factores de riesgo 
independientes para dicha transmision. Otros factores de riesgo 
independientes asociados con TMH son el modo de nacimiento 
(parto natural o por cesarea), el estado clinico de la madre (si esta 
en la etapa de SIDA o no) y el tiempo de gestation del neonato. 

Sin embargo, estos factores no se pueden utilizar como factores 
predictivos absolutos, si bien indican una tendencia. 

Los factores obstetricos tambien actuan sobre la transmision 
del HIV. El riesgo de transmision perinatal aumenta por hora de 
duration de la ruptura de membranas si otros factores de riesgo 
estan controlados. El parto producido mas alia de 4 horas despues 
de la ruptura de membranas fetales puede llevar al doble el riesgo 
de transmision del HIV, probablemente debido al mayor tiempo de 
exposition del nino a los fluidos infectados de la madre. 

La infeccion materna con otra enfermedad de transmision 
sexual (sifilis, vaginosis bacteriana, candidiasis, gonorrea, cla- 
midias, tricomoniasis o herpes simplex) durante el embarazo asi 
como procedimientos obstetricos invasivos (uso de forceps) puede 
tambien aumentar el riesgo. La corioamnionitis ha sido asociada 
con un mayor riesgo de transmision del HIV al nino y su tratamien- 
to antimicrobiano preventivo, as! como tambien el de las infeccio- 
nes de transmision sexual, disminuye este riesgo. 

Los factores del neonato predisponentes para la TMH del HIV 
son: menor peso al nacimiento, el nacimiento prematuro y el estado 
nutricional e inmunitario. 
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Con respecto a las caracterfsticas de los virus transmitidos, se 
ha demostrado una selection de variantes virales genotfpicas que 
se transmiten de madre a hijo. Desde el punto de vista fenotipico, 
los virus que utilizan el correceptor CCR5 son preferentemente 
transmitidos; aparentemente, la TMH de virus que utilizan CXCR4 
como correceptor es menos eficiente aunque ha sido documenta- 
da. Ademas, se ha demostrado que puede ocurrir la TMH de virus 
multitropicos. 

4. PUERTAS DE ENTRADA Y PREVENCION 


) Corpus 
Editorial 


Una puerta de entrada importante para el HIV en el nino es cierta- 
mente la superficie de la mucosa. El feto y el bebe luego ingieren 
gran volumen de fluidos contaminados, tales como liquido amnio- 
tico, secreciones vaginales, sangre y leche. Los linfocitos T, as! 
como los macrofagos contenidos en la leche materna pueden adhe- 
rirse y cruzar la mucosa intestinal. Asimismo, se ha demostrado el 
transporte selectivo de virus por transcitosis en enterocitos y celu- 
las M del intestino a traves de la union con galactosil ceramida, y 
se postula el posible transporte por celulas dendriticas a traves de 
la uniones de los enterocitos. 

Otra puerta de entrada es posiblemente la placenta. Las posi- 
bles rutas de infeccion in utero incluyen el pasaje de virus o celu- 
las infectadas de la circulation materna a la circulation fetal por 
pequenas lesiones en la placenta (mas frecuentemente al final del 
embarazo) y la infeccion progresiva de las distintas subpoblaciones 
celulares placentarias hasta la sangre fetal. Estas subpoblaciones 
tienen diferente susceptibilidad a la infeccion por el HIV pero, en 
general, la placenta con su microambiente placentario constituyen 
una barrera natural muy efectiva contra el virus ya que la tasa de 
transmision in utero temprana es muy baja. La alteration de este 
microambiente, por ejemplo con otras infecciones, puede modifi- 
car la tasa de TMH del HIV. 

La prevention de la TMH del HIV incluye como medida fun- 
damental la prevention de la infeccion en jovenes de ambos sexos. 
En el siguiente nivel de prevention encontramos el diagnostico 
universal de la embarazada que, aun en palses desarrollados, pre- 
senta problemas para realizarse en un 100% de los casos. Asi, el 
diagnostico tardio en la embarazada y la consiguiente ausencia de 
profilaxis prenatal aparecen como determinantes de la falta de di- 
minution de la TMH del HIV. 

En 1994, se demostro la eficacia del AZT en monoterapia sobre 
la diminution de la TMH del HIV. Luego de mas de una deca- 
da, se han hecho progresos considerables para la prevention de la 
TMH. Actualmente, una combination de medidas obstetricas, nu- 
tricionales y medicas, y la instauracion de la profilaxis antirretrovi- 
ral (ARV) penniten reducir significativamente dicha transmision. 

Varios protocolos con una serie de drogas antirretro virales 
(ARV) han demostrado su eficacia en la reduction de la TMH en 
diferentes grados: desde 38-50% de reduction cuando se adminis- 
tran tratamientos cortos durante las ultimas semanas del embarazo 
y durante el parto, y hasta 98-100% con tratamientos largos a partir 
de la semana 14 de embarazo. 

A partir del exito de esos primeros protocolos, se suscitaron 
multiples estudios tendientes principalmente a disminuir la carga 
viral plasmatica en la madre, desde monodrogas hasta la terapia an- 
tirretroviral de alta eficiencia (HAART). Dichas estrategias fueron 
adaptadas a distintos escenarios regionales, principalmente en lo 
que respecta al nivel de ingresos de las poblaciones y a la estructura 
del sistema de salud. En varias regiones se ha puesto especial en- 
fasis en la adaptation de protocolos preventivos de corta duration 
utilizando una o dos drogas ARV. Por otro lado, la administration 
de HAART a las mujeres embarazadas con serologia positiva para 
el HIV-1 se ha ido generalizando progresivamente en varios paises 
de Europa y America principalmente. A nivel mundial, el porcen- 
taje de esas mujeres que recibieron tratamiento preventivo de la 
TMH se incremento del 35% en 2007 al 45% en 2008. Pese a este 
progreso, el acceso al tratamiento no es equitativo en todas las re- 
giones: en 2008, solo recibia tratamiento el 38% de los ninos que 


La infeccion por HIV se establece: 

En ninos menores de 18 meses de edad: 

• Con dos resultados positivos de PCR y/o 
aislamiento de virus y/o antigenemia p24 en dos 
muestras diferentes; o 

• Enfermedad atribuible al HIV. 

En ninos mayores de 18 meses de edad: 

• Con serologia positiva por ensayos de tamizaje 
confirmados por Western blot(o sea por los mismos 
criterios que para el adulto); o 

• Con alguno de los criterios mencionados para los 
ninos menores de 18 meses. 


La no infeccion por HIV (serorreversion) se establece: 

• Despues de una serologia positiva, con la perdida 
de anticuerpos en dos muestras consecutivas 
(ELISA) entre los 6 y los 18 meses de edad, 

• Que no presenten sintomas atribuibles a la 
infeccion por HIV y 

• Que no presenten dos resultados positivos por PCR 
y/o aislamiento de virus y/o antigenemia p24. 


Tabla 22.5.1. Criterios para establecer la infeccion por 
HIV. 


lo necesitaban en palses de ingresos bajos y medianos. propuestas 
altemativas en la prevention de la TMH del HIV. 

5. Diagnostico de la infeccion pediatrica 

Para realizar el diagnostico de infeccion por HIV durante los pri- 
meros 12 meses de vida es necesario demostrar la presencia del 
virus en sangre por cualquiera de los ensayos utilizados para el 
perfodo ventana: detection del genoma viral por PCR, aislamiento 
viral en cocultivo con linfocitos, y/o detection del antigeno p24 
por ELISA. 

Debido a que las IgG matemas atraviesan la placenta y persis- 
ten en la sangre del nino en promedio hasta los 12 meses de vida 
(con extremos poco frecuentes de 6-22) no es posible utilizar los 
ensayos serologicos de detection de IgG, que son empleados en 
el adulto. 

Otra posibilidad es demostrar la presencia de IgA especifica en 
suero, dado que la IgA materna no atraviesa la placenta y alcanza 
su mayor sensibilidad a partir de los 6 meses de vida del nino. Las 
pruebas para detectar IgM especifica no se utilizan por su escasa 
sensibilidad. 

La prueba preferida por su alta sensibilidad y especificidad es 
la PCR. Se debe prestar atencion a utilizar los cebadores (primers) 
correctos para detectar las posibles variantes virales circulantes en 
la poblacion. La detection de antigeno p24 es mas economica, pero 
presenta una menor sensibilidad. 

El diagnostico de infeccion por HIV en un nino nacido de una 
madre infectada se determina con los criterios propuestos por el 
CDC y detallados en la Tabla 22.5.1. 

No hay pruebas fehacientes de que exista en los ninos nacidos de 
madre infectada por HIV la llamada "infeccion transitoria", es decir 
ninos que con detection temprana de virus, este luego desaparezca. 

El esquema que se recomienda para el diagnostico pediatrico 
incluye: 

• 1 muestra de sangre con EDTA desde la primera semana de 

vida para PCR, aislamiento o detection de antigeno. 
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• 1 muestra de sangre con EDTA posterior al primer mes del nino 
una vez terminado el tratamiento preventivo con ARV. 

• Para mayor seguridad, se puede realizar una tercera muestra en 
el 3er. mes de vida. 

• Si se obtienen dos resultados positivos, se indica la carga viral 
para evaluar tratamiento. En el caso de resultados discordantes, 
se realiza un tercer estudio y seguimiento posterior. 
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Si estas dos o tres muestras tempranas dan resultados negati- 
ves, es altamente probable que el nino no este infectado, sin em- 
bargo, se debe realizar un seguimiento posterior (pasados los 10-12 
meses) para demostrar la ausencia de los anticuerpos matemos por 
cualquier tecnica de tamizaje. Aun luego de desaparecidos los an- 
ticuerpos, se debe realizar un acotado seguimiento cllnico durante 
los primeros anos de vida. 
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22.6 

Vacunas para el HIV/SIDA 

Liliana Martinez Peralta 


1. Dificultades para el desarrollo 

DE UNA VACUNA PREVENTIVA 

La infection natural con el HIV no resulta en la elimination total 
del virus por el sistema inmune y en el desarrollo de inmunidad 
natural a la reinfection. A pesar de respuestas sostenidas tanto hu- 
morales como celulares, el HIV es capaz de resistir la eradication 
y continua eliminando celulas T- CD4 + , lo que eventualmente lleva 
a la progresion cllnica al SIDA. Ademas, existen evidencias de que 
puede ocurrir sobreinfeccion con un segundo virus en personas ya 
infectadas, llevando a la aparicion de variantes recombinantes y 
generando as! una mayor diversidad viral. 

Por otro lado, el HIV se integra como un provirus latente en 
el genoma de celulas de memoria de larga vida, lo que provee un 
reservorio del virus que escapa a la vigilancia inmune. Se ha calcu- 
lado que llevaria 60 anos erradicarun reservorio tan pequeno como 
de 10 5 celulas infectadas en forma latente. La mejor oportunidad 
para una vacuna efectiva de HIV estarfa limitada entonces, a los 
estadios mas tempranos de la infection, antes de que el virus pueda 
invadir los organos linfoides de los tejidos mucosos. 

Hay que considerar, ademas, que el HIV ha desarrollado me- 
canismos multiples para escapar a las respuestas inmunes del hos- 
pedador incluyendo su habilidad para inhibir la presentation del 
complejo mayor de histocompatibilidad (CMH) clase I para asi 
disminuir el reconocimiento antigenico por los linfocitos T cito- 
toxicos (CTL). La gran variabilidad genetica y evolution del virus 
le permite evadir la respuesta inmune a traves de la emergencia de 
variantes de escape a los anticuerpos neutralizantes y a los CTL. 

Otra dificultad para el desarrollo de una vacuna efectiva es el 
hecho de que la glicoprotema de la envoltura del virus esconde sus 
sitios de union a receptor y correceptor bien conservados en criptas en- 
mascaradas por las zonas hipervariables de la molecula y por residuos 
glicanos, que son variables. Los anticuerpos neutralizantes inducidos 
en respuesta a la gpl20 son primariamente dirigidos al sitio de union 
al receptor CD4, pero esta altamente emnascarado. En los primeros 
ensayos clinicos de fase III de vacunas para el SIDA, se ha demos- 
trado que las vacunas a gpl20 monomericas no fueron capaces de 
inducir una respuesta de anticuerpos eficaz. 

El papel protector de los anticuerpos en los humanos in- 
fectados todavia es circunstancial. La mejor prueba del papel 
de la neutralization in vivo es la rapida y constante generation 
de variantes de escape a los anticuerpos durante el curso de la 
infection. Las cepas aisladas in vivo que usan CCR5 como co- 
rreceptor son diflciles de neutralizar, lo que pone en duda la 
posibilidad de lograr proteger con una vacuna que induzca solo 
anticuerpos. 

Dados estos problemas, las estrategias de vacunas mas re- 
cientes se han basado en la induction de respuestas celulares. La 
evidencia para el rol de los CD8 + en el control de la replication 
viral incluye: a) la correlation temporal entre la aparicion de 
estas celulas y el descenso de la viremia primaria; b) la rapida 
aparicion de mutantes de escape durante la infection primaria; 
c) el hecho de que varios alelos HLA clase I (HLA-B57, HLA 
B-27,HLA B-63 ) esten asociados con progresion lenta; y d) el 
rapido aumento de carga viral en macacos infectados con SIV 
( simian immunodeficiency virus) luego de la depletion experi- 
mental de CD8 + . 


La induction de una respuesta celular contra el HIV, especial- 
rnente en CD8 + , a pesar de no ser capaz de producir inmunidad es- 
terilizante y protection contra la infection, deberfa poder capacitar 
a los vacunados a controlar la replication viral, reducir la carga 
viral, retrasar la progresion a la enfermedad y reducir la trasmision 
secundaria del virus. 

2. Vacunas atenuadas 

La observation de que mutantes con deletion en el gen nef de SIV 
podlan conferir protection contra el desaflo con SIV patogeno en 
macacos, sirvio como modelo a favor de una estrategia de vacu- 
nas atenuadas. Sin embargo, la mutante SIV A ne/establece una 
infection persistente de por vida, con muy baja replication y no 
protege a los animales contra la sobreinfeccion con virus salvaje, 
a pesar de que protege a los animales para el desarrollo de SIDA. 
SIV A nef puede tambien causar SIDA, sobre todo administrado 
oralmente a monos infantes. Las deleciones o mutaciones adicio- 
nales del virus pueden resultar en mayor atenuacion pero a expen- 
sas de su eficacia protectora. Dadas las preocupaciones sobre la 
seguridad de esta vacuna no se ha proseguido su desarrollo para 
uso humano, sin embargo se esta estudiando la naturaleza de su 
action protectora en el modelo del simio. 

3. Vacunas inactivadas 

La dificultad de inactivar HIV-1 con formol sin destruir o perder 
la antigenicidad ha hecho muy dificultoso el desarrollo de vacunas 
inactivadas con virus completo. El obstaculo se evito usando dosis 
subletales de formol seguidas de inactivation por calor a 62° C. 
Con la preparation de virus resultante se pudo inducir en ratones 
y primates no humanos tltulos modestos pero significativos de an- 
ticuerpos, capaces de neutralizar aislamientos heterologos de HIV 
en una variedad de ensayos. 

Otra forma de inactivar la infectividad de HIV o SIV ha sido ata- 
car los dos dominios zinc-finger de las proteinas de nucleocapside, 
que son esenciales para la infectividad del virus. Estos complejos 
pueden romperse con una oxidation leve -que deja la estructura de 
las glicoprotemas totalmente funcional- inactivando la infectividad. 
En macacos esta vacuna no protegio contra la infection pero hizo 
descender la viremia luego del desaflo y se demostro menor descen- 
so de los CD4. 

4. Particulas virus-si'mil 

Las proteinas Gag y Env de HIV cuando se coexpresan en celulas, 
por ejemplo, usando un sistema de expresion de virus vaccinia o 
baculovirus, forman espontaneamente particulas virus-simil (PVS) 
que solo contienen esas proteinas virales. Las PVS han sido testea- 
das como inmunogenos en primates no humanos ya sea con recom- 
binantes de vaccinia o por la via nasal utilizando la subunidad B de 
la toxina del colera (CTB) como adyuvante. 

Tambien se han utilizado PVS heterologas como vehiculo para 
entregar genes virales. La expresion de las proteinas estructura- 
les del virus Kunjin (un arbovirus) fueron utilizadas para preparar 
PVS y encapsidar replicones de RNA recombinantes codificando 
el gen gag de HIV-1. 
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5. Vacunas a subumidades 

5. 1. Basadas en envoltura 

Los ensayos iniciales de vacunas basadas en subunidades de envol- 
tura demostraron que la gpl20 6 gpl40 (gpl20 prolongada con el 
ectodominio de gp41) fueron bien toleradas e indujeron anticuerpos 
neutralizantes a la cepa vacunante homologa, pero no a aislamientos 
primarios heterologos. 

Otras estrategias de vacunas a subunidades apuntando a des- 
pertar la respuesta neutralizante estan en un estadio cllnico de eva- 
luation. Estos incluyen moleculas trimericas de gpl40 estabiliza- 
das por la adicion de dominios C-terminales del ectodominio de 
gp41, y trimeros similares en los que la gpl20 file deleteada en el 
loop V2, para exponer los epitopes de neutralization que se super- 
ponen con el sitio de union del CD4. 

Tambien se han desarrollado trimeros de gpl40 estabilizados 
intemamente por un vinculo disulfuro entre gpl20 y gp41 (SOS 
gpl40), con la expectativa de inducir anticuerpos neutralizantes y 
bloqueadores de fusion. 

Se ha reconocido que la extremada variabilidad del HIV y su 
continua evolution en el tiempo aun en cada individuo, asf como 
entre distintos grupos de poblaciones y de regiones geograficas, re- 
presenta un desaffo mayor para el desarrollo de vacunas capaces de 
inducir una respuesta amplia de anticuerpos neutralizantes contra 
las cepas mas prevalentes. 

Para responder a este desafio se estan explorando diversas 
estrategias tales como: a) el uso de cocktails de inmunogenos de 
envoltura derivados de las cepas mas prevalentes a nivel mundial; 
b) el uso de DNA multivalente; c) vacunas a vectores incorporando 
genes de varias cepas, asf como combinaciones de vacunas de vec- 
tores como primera vacuna seguidas de vacunacion con una vacuna 
a subunidades recombinante como refuerzo; d) se ha intentado de- 
sarrollar genes sinteticos derivados de secuencias de envoltura de 
un consenso o ancestro de HIV definido teoricamente, que se han 
expresado en fonna inmunogenica. 

5.2. Vacuna a subunidades de protei'nas no estructurales 

La esperanza de que, respuestas inmunes dirigidas contra antfgenos 
que se expresan muy temprano en el ciclo vital del virus puedan 
llevar a la elimination de celulas infectadas, ha estimulado el de- 
sarrollo de vacunas a subunidades basadas en el transactivador Tat. 
La combination de la proteina de fusion Tat-Nef se esta probando 
en humanos con resultados prometedores. 

6. Vacunas a DMA y vectores vacunales 

Se ha demostrado que las vacunas a DNA son muy utiles como pri- 
mera dosis {priming ) en estrategias de primera dosis-refuerzo 
( prime-boost ), usando vacunas recombinantes como refuerzo. Las 
vacunas a DNA se han mejorado anadiendo a genes virales la co- 
expresion de citoquinas como IL-12 o IL- 15. 

Las primeras vacunas a vectores desarrolladas estuvieron ba- 
sadas en el virus vaccinia. Las preocupaciones por la seguridad 
de esta vacuna motivaron la busqueda de otros vectores como la 
vacuna de vaccinia modificada Ankara (MVA), poxvirus de aves 
como fowl pox (FPV), canarypox; asi como adenovirus 5, defec- 
tuoso para la replicacion. Este ultimo vector ha dado los mejores 
resultados en respuestas celulares. El unico problema es la inmu- 
nidad previamente existente en la poblacion contra este vector, lo 
que ha motivado el desarrollo de vacunas utilizando otros adeno- 
virus menos prevalentes, asf como adenovirus de chimpance no 
replicativos. 

La lista de los vectores probados incluye el virus de sarampion, 
virus de la estomatitis vesicular (VSV), Sendai, virus adenoasocia- 
dos, el virus de la encefalitis equina venezolana (VEEV), rinovi- 
rus, cepas atenuadas de la vacuna Sabin, la vacuna BCG, y ciertas 
cepas de Salmonella. 


7. El desarrollo de las 

COMBINACIONES PRIMERA VACUNA-REFUERZO 

La experiencia ganada con la primera generation de candidatas de 
vacunas para HIV ha sido que muchas eran solo moderadamente 
inmunogenicas y que solo inducen respuestas de vida corta. Una de 
las estrategias para aumentar la inmunogenicidad ha sido combinar 
estas vacunas en un regimen de primera vacuna-refuerzo. 

Los regimenes que se han probado o se estan probando son: 


Primera Vacuna 

Refuerzo 


DNA 

Vectores 

o dos vectores 
diferentes 

Vector 

adenovirus 

Vector 

poxvirus 

o dos vectores de 
adenovirus 

Adenovirus 11 

Adenovirus 35 
o dos poxvirus 
sucesivos 

o dos poxvirus 
sucesivos 

MVA* 

FPV** 



* Vacuna de vaccinia modificada Ankara; ** Fowl poxvirus. 


8. Protei'nas de fusion y peptidos 

Las combinaciones multi-epitopicas de peptidos, peptidos de 
fusion y largos lipopeptidos estan en fase de desarrollo, ya sea 
solos o en combinaciones de primera vacuna-refuerzo con vacunas 
de vectores. Las construcciones de vacunas que expresan una serie 
de epitopes minimos dispuestos en una cadena han sido exploradas 
para generar respuestas CTL y superar los problemas de las 
jerarquias de epitopes. Los inmunogenos de DNA a multi-epitopes 
pueden oficiar de primera vacuna eficiente para respuestas CTL 
ampliamente reactivas, pero tienen el problema de las jerarquias de 
dominancia de epitopes. 

Se ha demostrado que los lipopeptidos sinteticos que contienen 
epitopes restringidos por CMH clase I inducfan fuertes respuestas 
de celulas T CD8 + especfficas en ratones, primates no humanos 
y humanos sin adyuvantes adicionales. Los lipopeptidos con 
secuencias correspondientes a aquellas regiones de las protefnas 
Gag y Nef de HIV-1 fueron probadas en Fase I y despertaron 
respuestas de celulas T-CD4 + y CD8 + fuertes y multi-epitopicas. 
Los ensayos Fase II que se comenzaron paralelamente en Estados 
Unidos y en Francia debieron ser interrumpidos por la aparicion 
de un efecto secundario neurologico en uno de los voluntaries en 
Estados Unidos y solo se concluyeron en Francia. 

9. CONCLUSIONES Y PERSPECTIVAS 

La historia de la pandemia por HIV entro ahora en su tercera decada. 
Se han realizado progresos impresionantes en la comprension de 
la interaction entre HIV y el sistema inmune del hospedero que 
llevaron al desarrollo de muy potentes drogas antirretrovirales 
capaces de controlar la replicacion viral. Sin embargo, muchas 
preguntas basicas que tienen que ver con la factibilidad de 
desarrollar una vacuna de HIV todavfa permanecen sin respuesta, 
incluyendo: 

- Identification de los mecanismos inmunes de protection 

- Alta variabilidad viral 

- Habilidad del virus para evadir la respuesta inmune 

- Capacidad para despertar respuesta de anticuerpos con una 
amplia reactividad contra aislamientos primarios. 

La experiencia con las vacunas en uso en la actualidad sugiere 
que una vacuna o esquema vacunal efectivo contra la infection 


Capi'tulo 22 / Retrovirus 


389 


por HIV probablemente tenga que desarrollar ambas respuestas: 
anticuerpos neutralizantes y CTL. 

Una de las maneras de aumentar la respuesta al HIV serfa 
colaborar con la presentation de los antfgenos virales por parte 
de las celulas presentadoras, especialmente las celulas dendrfticas 
(CD). La asociacion del antigeno de election a anticuerpos 
monoclonales especfficos de CD ha dado resultados destacables 
en modelos experimentales en ratones, aumentando la eficiencia y 
cineticade la respuesta inmune, comparado a los antfgenos solubles. 
Esta estrategia se esta estudiando en primates no humanos. 

Otro elemento de la respuesta inmune que todavfa no ha 
recibido mucha atencion son las celulas efectoras T-CD4 + , que 
parecen tener un papel crftico en la protection de la vacuna viva 
atenuada SIV A nefen macacos, y que tambien fueron implicados 
como marcadores de protection en progresores lentos para el SIDA 
(. LTNPs ). 

Asimismo, parece ser de suma importancia el desarrollo de 
vacunas para HIV que estimulen el sistema inmune de las mucosas 
para bloquear la principal puerta de entrada del virus. 

Los principales blancos del virus son las celulas T CD4 + CCR5 + 
de memoria, que se encuentran principalmente en el tejido linfoide 
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asociado al intestino donde se desarrollan la fase temprana de infection 
y la replication del HIV. Es necesario, entonces, que una vacuna para 
HIV desarrolle una barrera inmune en las mucosas genitales, rectal 
e intestinal para prevenir eficientemente la infection por HIV. Se ha 
logrado el desarrollo de CTLs especificos en mucosa intestinal por 
inoculation intrarrectal de una vacuna a peptido sintetico con toxoide 
de E. coli como adyuvante. Los animales vacunados ante el desaffo 
con SHIV (simian-human immunodeficiency virus) eliminaron 
el virus a valores indetectables en sangre y en el intestino y no 
experimentaron depletion de T-CD4L Tambien se han explorado la 
via nasal, oral y tonsilar, habiendo encontrado que la nasal es la mas 
satisfactory, desde el punto de vista de eficacia y de aceptacion del 
publico, pero falta aun hallar adyuvantes adecuados. 

Hay pocas dudas sobre que el desarrollo de una vacuna segura, 
efectiva y asequible para HIV constituye una prioridad absoluta 
para la investigation sobre HIV/SIDA y un desaffo formidable, 
tanto cientffico y como de Salud Publica en el comienzo de este 
siglo. 

Es evidente que se esta realizando un gran esfuerzo mundial 
y que este esfuerzo, que cada vez se coordina mas habra de lograr 
resultados utiles para el HIV y para otros agentes infecciosos. 
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1. Historia y clasificacion 

La clasificacion actual de los retrovirus se basa en el analisis de 
la estructura genomica y en las homologlas (similitudes) de las 
secuencias nucleotldicas de los mismos, hallandose as! varios 
generos dentro de la familia Retroviridae. El virus linfotropico T 
humano (HTLV) pertenece al genero Deltarretrovirus, que agru- 
pa a los virus que se caracterizan por la presencia de 2 genes 
reguladores ( tax y rex ) que codifican protelnas no estructurales 
y carecen de oncogenes pese a ser virus transformantes. Existen 
cuatro tipos hasta ahora descritos: HTLV-I, HTLV-II, HTLV-III 
y HTLV-IV, siendo los mas estudiados los HTLV-I y II. En el 
ano 1980 se descubrio el primer retrovirus humano denominado 
HTLV-I, aislado a partir de un paciente americano de raza negra 
que padecla un linfoma cutaneo T. Dos anos mas tarde, se des- 
cubrio el HTLV-II en un paciente con una leucemia T vellosa. En 
1983 se aislo un tercer tipo de retrovirus humano, denominado 
en ese entonces HTLV-III; pero posteriormente, al observar que 
la patologfa que desarrollaban las personas infectadas era una 
inmunodeficiencia, fue denominado Virus de la Inmunodeficien- 
cia Humana (en ingles HIV). En el ano 2005, se descubrieron 
dos nuevos tipos virales: el HTLV-III y IV, ambos aislados en el 
sur de Camerun. El primero a partir de un pigmeo y el segundo 
a partir de cazadores de monos. Aun no se conocen sus impli- 
cancias clinicas. Los HTLVs se encuentran filogeneticamente 
emparentados con los virus linfotropicos T simianos (STLVs) 
de los cuales existen tres tipos (I, II y III). Si bien se supone que 
todos los HTLVs tienen su contraparte en los STLVs, aun no se 
ha descubierto un hipotetico STLV-IV. En conjunto, los HTLVs 
y STLVs se agrupan dentro de los virus linfotropicos T de pri- 
mates (PTLVs). Los HTLVs estan estructuralmente relacionados 
y presentan vfas de transmision similares al HIV. Sin embargo, 
existen importantes diferencias en sus mecanismos patogenicos 
causando enfermedades muy distintas. 

2. Organizacion del virion 

Las particulas de los HTLVs poseen un diametro de 110 a 140 
nm y estan formadas por una nucleocapside icosaedrica. La en- 
voltura es adquirida durante el proceso de brotacion conteniendo 
un multimero de dos proteinas virales: la gp46 externa y la gp21 
de transmembrana. La gp46 (analoga a la gpl20 del HIV) se ad- 
sorbe al receptor celular y tiene capacidad de producir la sfntesis 
de anticuerpos neutralizantes en el hospedador infectado. La gp21 
(analoga a la gp41 del HIV) mantiene el complejo gp21-gp46 en 
la superficie del virion y posiblemente participe en el proceso de 
fusion. Adherida a la cara interna de la envoltura, se encuentra la 
proteina pl9 (fijada quimicamente a los lipidos de membrana). La 
capside esta conformada por la proteina p24, hidrofobica y com- 
ponente del core, o nucleo interno del virion. A su vez, la capside 
encierra al genoma viral de RNA y a varias enzimas tales como la 
transcriptasa inversa y la proteasa. La transcriptasa inversa actua 
como DNA polimerasa-RNA dependiente-ribonucleasa H y tambien 
como integrasa. La proteasa viral procesa los precursores derivados 
de los genes pol y gag, posibilitando luego el ensamblaje del virion 
antes de la brotacion. 


2 . 1 Estructura genomica 

El genoma viral se compone de dos moleculas cuasi-identicas 
dc RNA monocatenario de 7 a 10 Kb de longitud, modificadas 
de la misma manera que los RNAm celulares (incluyendo la adi- 
cion de 7-metil guanosina [capping] y la poliadenilacion). Como 
todos los retrovirus, el genoma de los HTLVs presenta 3 genes 
estructurales codificadores de las proteinas de envoltura ( env ), 
capside {gag) y polimerasa (pol). El orden de los genes estructu- 
rales es invariable: 5’ gag-pol-env 3’. En el DNAproviral (luego 
del proceso de transcripcion inversa) se observan dos secuencias 
flanqueantes identicas orientadas hacia el 5’ y 3’ denominados 
LTR (del ingles Long Terminal Repeat). El gen env codifica el 
precursor proteico gp61 que al ser clivado y glicosilado origina 
las proteinas gp46 (superficie) y gp21 (transmembrana). El gen 
gag, codifica para una poliproteina precursora (p53) que es luego 
clivada por la proteasa viral dando origen a las proteinas pl9 
(matriz), p24 (capside) y pi 5 (nucleoprotelna). La p24 presenta 
mayor porcentaje de identidad (85%) en la secuencia aminoa- 
cfdica entre el HTLV-I y II, y es responsable de la reactividad 
serologica cruzada entre ambos retrovirus. El gen pol codifica 
la enzima transcriptasa inversa y la integrasa, que estan impli- 
cadas en la replicacion e integracion del provirus en el genoma 
del hospedador. Superpuesto a los genes pol y gag se encuentra 
el gen pro, que codifica la proteasa viral, la que luego de su 
autoclivaje participa en la proteolisis de los productos de los 
genes gag, pol, env. Tambien esta involucrada en la maduracion 
de particulas virales con posterioridad a la brotacion. Los LTR 
son esenciales para la replicacion viral, ya que son blancos de la 
integrasa, contienen sitios de fijacion para la RNA polimerasa y 
son promotores de la transcripcion del RNA viral. Los HTLVs 
poseen una region regulatoria en su extremo 3’ llamada pX, con 
al menos cinco marcos de lectura abiertos (ORFs) conteniendo 
genes que codifican proteinas no estructurales entre las que se 
encuentran p40 ,ax , p27 rex , p21 r “, importantes para la regulacion 
de la replicacion viral. La proteina p40'“ actua sobre el promotor 
viral TRE y promotores celulares implicados en la activacion, 
division y proliferacion de celulas infectadas. Esta proteina 
constituye uno de los primeros factores virales involucrados 
en el proceso de leuquemogenesis atribuido a la infeccion por 
HTLV-I. La proteina p27 rex disminuye tanto su propia expresion 
como la de la proteina p40 tax . Ademas, del mismo modo que rev 
del HIV-1, induce el pasaje de RNAs no clivados hacia el cito- 
plasma e inhibe la expresion de los RNAs doblemente clivados, 
favoreciendo la sfntesis de proteinas virales estructurales. 

3. Vi AS DE TRANSMISION 

Las principales vfas de transmision de los virus HTLV-I /II son: 1 ) 
de madre a hijo, principalmente a traves de la lactancia; 2) por con- 
tacto sexual, siendo mas eficiente de hombre a mujer y de hombre 
a hombre, que de mujer a hombre; y 3) parenteral, por transfusion 
de sangre entera, productos celulares sangufneos o intercambio de 
jeringas. En este caso, ocurre con mayor eficiencia cuando se trans- 
funden componentes celulares o sangre entera infectada, que por 
virus fibre en plasma. 
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4. Aspectos epidemiolocicos 

El HTLV-I infecta a nivel mundial de 15 a 25 millones de personas, 
hallandose regiones de alta (Sur de Japon, Africa Central, Melane- 
sia, Islas Seychelles), mediana (Caribe y Africa Occidental) y baja 
endemicidad (Australia, Papua Nueva Guinea y palses de Latino- 
america). El HTLV-II infecta entre 3 a 5 millones de personas y se 
halla en forma endemica en nativos de Africa y del continente ame- 
ricano como los Navajo y Pueblo en Mexico; los Wayuu, Guahibo 
y Tunebo en Colombia; los Cayapo y Kraho en Brasil; los Pume de 
Venezuela, y los Tobas, Wichis y Pilagas en Argentina. 

Se ha sugerido que los HTLV-I/II fueron introducidos al con- 
tinente americano en dos etapas: 1) con las poblaciones mongo loi- 
des a traves del estrecho de Behring; y 2) a partir de inmigrantes 
japoneses y africanos en la epoca post-colombina. El HTLV-I se 
encuentra en grupos etnicos de las tierras altas pre-cordilleranas de 
Colombia, Bolivia, Peru, Chile y Argentina; mientras que el HTLV- 
II esta en grupos de las zonas bajas de Colombia, Amazonas de 
Brasil, Chile y la region del Gran Chaco. 

El HTLV-I/II se detecta en donantes de sangre, con prevalencias 
en paises no endemicos de 0,01 a 0,09%, siendo en su mayoria 
HTLV-I seropositivos aquellos individuos que son inmigrantes o 
descendientes de inmigrantes de areas endemicas, o companeros 
sexuales de personas infectadas. Estas cifras aumentan en areas de 
infeccion endemica. Los donantes HTLV-II positivos presentan, 
en su mayoria, antecedentes de uso de drogas inyectables, contac- 
to sexual con un usuario de drogas inyectables (UDI), historia de 
transfusion sangumeao un origen etnico relacionado con Amerin- 
dios. Ambos virus se encuentran tambien presentes en grupos de 
riesgo para HIV tales como UDIs, trabajadoras sexuales y hombres 
que tienen sexo con hombres. 

Corpus 5. PaTOGEIUIA 

Editorial 

El HTLV-I infecta preferentemente linfocitos CD4+, mientras que 
el HTLV-II, linfocitos CD8+. Recientemente, se ha identificado 
el receptor del HTLV-I, un transportador de glucosa de expresion 
ubicua denominado GLUT 1. Aun no se conoce el receptor es- 
pecifico para el HTLV-II. La secuencia genomica del HTLV-I es 
muy estable no detectandose variabilidad intra-individuo como 
sucede con el HIV. Una vez que el virus se integra al genoma 
celular sin tener un sitio preferencial, la expresion de p40 tax media 
la desregulacion del ciclo celular dando origen a una expansion 
monoclonal y estableciendo una infeccion cronica con minima 
expresion viral. Asi, la transmision del virus se produce preferen- 
temente desde una celula a otra mediante fusion de membranas 
celulares. Entre los eventos que promueven esta expansion, se 
encuentran la activacion de promotores celulares tales como los 
de IL-2, IL2-R y TNF. El aumento de expresion de la IL-2 y su 
receptor favorecen un ciclo de retroalimentacion positiva estimu- 
lando la division celular descontrolada. Ademas, p40 tax inhibe la 
apoptosis y modifica la expresion de genes involucrados en la 
proliferacion y sobrevida celular. En cuanto a p37 ,ax del HTLV-II, 
se demostro que posee una localizacion celular preferentemente 
citoplasmatica, al contrario de la ubicacion nuclear y extracelu- 
lar de p40 tax del HTLV-I, lo que estaria relacionado con la falta 
de asociacion a alguna patologfa determinada. No hay evidencia 
de que existan variantes especificas que ocasionen alguna de las 
patologfas asociadas a la infeccion por HTLV-I. 

5. 1. Enfermedades asociadas al HTLV-I 

5.1.1 Mielopatfa Asociada al HTLV-I (HAM) 
o Paraparesia Espastica Tropical (TSP) 

La HAM/TSP es endemica en el sur de Japon, en paises de Cen- 
troamerica y en el noroeste argentino, entre otros. En la isla de 
Martinica fue descrita por primera vez, en 1985, la asociacion 
entre la presencia de anticuerpos anti-HTLV-I y esta enfermedad. 
La HAM/TSP es un sindrome neurologico desmielinizante que 


afecta a individuos adultos siendo mas prevalente en las muje- 
res. Se caracteriza por una perdida progresiva y permanente de 
la marcha por incapacidad motora y debilidad de los miembros 
inferiores desencadenando una discapacidad motora invalidante. 
De este modo, se establece lentamente una paraparesia espastica 
con aumento de reflejos tendinosos de miembros inferiores (hi- 
perreflexia), y alteraciones de esfinteres (vejiga neurogenica), asi 
como alteraciones de la sensibilidad y temblor de miembros. A 
diferencia de la esclerosis multiple, los nervios craneales no es- 
tan involucrados y la funcion cognitiva no se encuentra afectada. 
El periodo de incubacion de la HAM/TSP es de alrededor de 30 
anos si la via de transmision es madre-hijo o de tipo sexual, y de 6 
meses a 3 anos, si es por transfusion parenteral. En pacientes con 
HAM/TSP el titulo de anticuerpos es alto, pero la carga proviral 
es baja, controlada por una fuerte respuesta inmune de tipo celular 
con expansion clonal de linfocitos T CD8+ reactivos contra la 
proteina p40 ,ax . 

Los criterios actuales de diagnostico de la HAM/TSP han sido 
establecidos por la Organizacion Mundial de la Salud (OMS). La 
confirmacion del diagnostico de pacientes con mielopatfa progresi- 
va cronica que no padecen inmunodeficiencia, debe incluir ademas 
de la clfnica, la deteccion de anticuerpos especificos anti-HTLV-I 
en suero y liquido cefalorraquideo, ademas de excluir cualquier otra 
patologfa que se presente con sintomatologfa similar. En cuanto al 
tratamiento, se utilizan drogas como el interferon-alfa, interferon- 
beta la o anti-retrovirales con efecto parcialmente favorable para 
estos pacientes. 

5.1.2 Leucemia/linfoma a coin las T del Adulto (ATLL) 

La Leucemia a celulas T del Adulto es una leucemia linfocitaria 
T CD4+, endemica en el sur de Japon donde fue descrita por 
primera vez en 1977. Tiene un periodo de incubacion minirno 
de 20 anos, con una edad promedio de aparicion de 50 anos. La 
prevalencia de la ATLL es similar en ambos sexos y se desarro- 
11a con mas frecuencia en individuos infectados por transmision 
madre-hijo, lo que resulta en una mayor incidencia intrafamiliar. 
En pacientes con ATLL el titulo de anticuerpos es moderado, 
pero la carga proviral es muy elevada. La ATLL presenta ca- 
racteristicas clinicas semejantes a otras leucemias agudas tales 
como infiltrados de celulas malignas en medula osea, ganglios 
linfaticos y piel, configurando un patron clinico con afeccion de 
vfsceras, huesos, pulmon e infecciones oportunistas con altera- 
cion de la funcion hepatica, lesiones osteoliticas y dermatolo- 
gicas diversas. Son patognomonicos los linfocitos con nucleos 
en forma de trebol en sangre periferica y la hipercalcemia. Se 
manifiesta desde formas cronicas de lenta evolucion hasta for- 
mas leucemicas agudas fatales en menos de un ano. Hay estudios 
que proponen clasificar la enfermedad en cuatro tipos: 1) aguda; 
2) tipo linfoma; 3) subcronica y 4) cronica, similar a la leuce- 
mia linfocitica cronica T. El diagnostico de ATLL se basa en la 
evidencia de signos clfnicos y en la deteccion de anticuerpos 
anti-HTLV-I en suero y, de ser necesario, a traves de una con- 
firmacion de integracion monoclonal de HTLV-I al genoma de 
las celulas tumorales. La resistencia al tratamiento es frecuente 
con un promedio de sobrevida de 6 a 9 meses en pacientes con 
manifestaciones agudas. 

5.1.3. Otras enfermedades asociadas 

El HTLV-I ha sido implicado en el desarrollo de uveitis, dermatitis 
infecciosa, poliomiositis y neumonitis infiltrativa. Ademas, se ha 
observado una asociacion de la dermatitis infecciosa y HAM/TSP 
en ninos HTLV-I seropositivos de areas endemicas. 

5.2 HTLV-II Y ENFERMEDAD 

Si bien se han reportado patologfas asociadas al HTLV-II, como es 
el caso de enfermedades neurologicas similares a la HAM/TSP, aun 
faltan evidencias para demostrar que este retrovirus sea el agente 
etiologico de una enfermedad definida. 
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6. AsPECTOS MOLECULARES Y DISTRIBUCIOIU GEOGRAFICA 

La epidemiologla del HTLV-I/II presenta caracteristicas particulares 
en cuanto a su distribution geografica ya que la misma depende del 
tipo viral y aspectos etnicos de la poblacion infectada. El HTLV-I 
posee 4 subtipos: a (cosmopolita), b (en Africa Central), c (en Me- 
lanesia) y d (en Africa Central). A su vez, el subtipo a se divide en 5 
subgrupos: A (transcontinental), B (japones), C (Africa del oeste), D 
(Africa del norte) y E (peruanos negros). No se ha reportado hasta el 
momento asociacion alguna entre subtipo y enfermedad. En tanto, el 
HTLV-II se divide en 4 subtipos: a, b, c y d. Se ha demostrado clara- 
mente que el subtipo b de HTLV-II (el descrito con mayor frecuencia 
en pueblos originarios de Sudamerica) se encuentra presente en la 
poblacion de aborigenes de la region chaquena de Argentina. Con 
respecto al subtipo a, se lo ha aislado en particular entre UDIs (dato 
tambien corroborado en Argentina). 

7. Diagnostic*) de infeccion por HTLV-I/II 

Dado que el HTLV-I y el HTLV-II comparten una alta similitud 
en sus secuencias genomicas (60%), presentan una significativa 
reaction serologica cruzada y, por lo tanto, se pueden detectar anti- 
cuerpos dirigidos contra protemas de cualquiera de ellos a partir de 
lisados de un solo tipo viral. Actualmente, existen ELISAs de nueva 
generation con formato tipo sandwich que incluyen antigenos de 
peptidos recombinantes y/o sinteticos para ambos tipos virales. 

Para el diagnostico de HTLV-I/II en adultos se recomienda 
realizar una tecnica de tamizaje que cuente con la mayor sen- 
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sibilidad y especificidad posible y, en los casos reactivos, con- 
firmar con una tecnica mas especifica como es el Western blot. 
En aquellos casos en que esta ultima prueba brinda un resultado 
indeterminado o se informa como HTLV (sin tipificar), puede rea- 
lizarse una PCR anidada (nested- PCR) con el proposito de una 
caracterizacion/notificacion final. Esta debe tener alta sensibili- 
dad para evitar falsos negativos y ser suficientemente especifica 
para discriminar entre los distintos tipos virales. Una muestra es 
considerada positiva cuando la PCR anidada documenta al rnenos 
la presencia de dos fragmentos de genes virales distintos. En los 
casos indeterminados en que no es posible realizar una confirma- 
tion molecular, se puede efectuar un seguimiento durante un ano, 
repitiendo la serologia (tamizaje y confirmation) cada 4 meses, 
para verificar cambios en el patron de Western blot. Si el patron se 
mantuviera inalterado durante dicho perfodo, se podria considerar 
al caso como negativo. 

lUOTA 

Este capitulo se finalizo en el ano 2008. 

Adendum 

Mientras Virologia Medica estaba en la etapa de prueba de galera se 
establecio que el HTLV-1 interactua inicialmente durante la adsorcion 
con heparansulfatos y subsiguientemente con el transportador 1 de 
glucosa (GLUT-1) y con la neuropilina, diseminandose entre linfoci- 
tos mediante la formation de biopelfculas inducidas por el virus. 
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23.1 

Caracteri'sticas de la Familia Herpesviridae 

Marcela Ferres 


Los virus herpes humanos se encuentran ampliamente difundidos en 
la poblacion y son causa de enfermedades generalmente autolimita- 
das y benignas. Sin embargo, pueden ser causa de importante morbi- 
lidad y mortalidad en la creciente poblacion de inmunosuprimidos. 
El desarrollo de antivirales ha permitido el manejo y tratamiento de 
algunas infecciones como las producidas por herpes simplex, vari- 
cela-zoster y citomegalovirus. En la prevencion solo se cuenta con 
vacuna para varicela-zoster. 

Las especies de la ilia. Herpesviridae se agrupan en tres sub- 
familias de acuerdo a las caracteri'sticas de su genoma, estructura, 
tropismo tisular, efecto citopatico y celulas donde se mantienen en 
estado de infeccion latente. Estas subfamilias se denominan alfa, 
beta y gamma Herpesvirinae. Sus representantes y sus caracteris- 
ticas clinicas se resumen en laTabla 23.1.1. Tambien se los puede 
clasificar con relacion al ciclo patogenico y las manifestaciones 
clinicas que producen. 

Los virus herpes que afectan al ser humano son el herpes sim- 
plex 1 y 2 (HSV-1 y HSV-2), el virus varicela-zoster (VZV), el 
virus de Epstein-Barr (EBV), el citomegalovirus humano (HCMV), 
el herpesvirus humano 6 o herpesvirus linfotropico (HHV-6), el 
herpesvirus humano 7 (HHV-7) y el herpesvirus humano 8 (HHV- 
8), conocido como el virus herpes humano asociado al sarcoma de 
Kaposi. 


Para una mejor comprension de la patogenia y las manifestaciones 
clinicas de las infecciones por los vims de la familia Herpesviridae es 
importante considerar que todos ellos, tras iniciar una infeccion pri- 
maria, se replican activamente dentro de sus celulas bianco hasta que 
la respuesta inmune celular es capaz de controlar este proceso agudo. 
En ese momento los vims herpes son capaces de establecer una infec- 
cion latente que se volvera a reactivar, preferentemente en situaciones 
clinicas asociadas a inmunosupresion celular del hospedador. El caso 
particular de la reactivation por HSV (no necesariamente asociado a 
inmunosupresion) se analiza en detalle el capitulo 23.2. 

1. Estructura 

Los virus de esta familia son agentes infecciosos con un tamano 
aproximado a 150 nm, con una envoltura lipidica que permite la 
expresion de glicoproteinas de superficie responsables de la adhe- 
rencia a la celula hospedadora, la fusion y el escape a la respuesta 
inmune. Su capside es de simetria icosaedrica (162 capsomeros). 
Entre la capside y la envoltura existe un espacio llamado tegumen- 
to, donde se encuentran enzimas y proteinas que ayudan a iniciar 
la replication viral. El genoma es DNA lineal de doble hebra. Por 
su envoltura lipidica son sensibles a los solventes de lipidos, a los 
acidos y a la desecacion. 


Subfamilia 

Patogenos humanos 

Infeccion primaria 

Infeccion recurrente 

Alfaherpesvirinae 

Herpes simplex 1 (HSV-1) 
o herpesvirus humano 1 
(HHV-1 ) 

Estomatitis herpetica 

Herpes labial 


Herpes simplex 2 (HSV-2) 
o HHV-2 

Herpes genital 

Herpes genital recurrente 


Varicela-zoster (VZV) o 
HHV-3 

Varicela 

Herpes zoster 

Betaherpesvirinae 

Citomegalovirus humano 
(HCMV) o HHV-5 

Sindrome mononucleosico 

Neumonitis, hepatitis, 
coriorretinitis 


Herpesvirus humano 6 
(HHV-6) 

Exantema subito 

Depresion de medula osea, 
encefalitis, neumonitis, 
enfermedad trasplante vs. 
hospedador 

^Pitiriasis rosada de Gibert? 


Herpesvirus humano 7 
(HHV-7) 

Exantema subito 


Gammaherpesvirinae 

Epstein-Barr (EBV) o 
HHV-4 

Mononucleosis infecciosa 
Manifestaciones neurologicas 
y hematologicas asociadas a la 
infeccion primaria 

Infeccion cronica activa por EBV, 
sindrome linfoproliferativo 
hemofagocitico, linfoma de 

Burkitt, carcinoma nasofaringeo 


Herpesvirus humano 8 
(HHV-8) 

Asintomatico en inmunocompetentes, 
0 

enfermedad febril aguda (con o 
sin rash localizado) con fatiga, 
linfadenopatias y eventual diarrea; 
sarcoma de Kaposi (en previamente 
infectados con HIV) 

Sarcoma de Kaposi, 
enfermedad multicentrica de 
Castleman, linfoma de efusion 
primaria (un linfoma B No 
Hodgkin) 


Tabla 23.1.1. Clasificacion los virus de la familia Herpesviridae y algunas de sus manifestaciones clinicas durante 
la infeccion primaria y en la recurrencia. 
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2. Replicacion 

Las glicoprotemas virales son las encargadas de reconocer el receptor 
celular y adherirse a el para permitir la fusion de las membranas de 
envoltura viral y la membrana celular. Una vez que la nucleocapside 
llega hasta la membrana nuclear se inicia el proceso de transcripcion 
de la information genetica y la replicacion viral. Ambos fenomenos 
ocurren en forma coordinada y, del equilibrio final entre ambas de- 
pendent el tipo de infection que se establecera en la celula hospeda- 
dora; esta puede terminar en una infection aguda litica, o en una de 
naturaleza persistente (cronica o latente). La latencia es una forma 
habitual de permanencia viral en el hospedador; es promovida por 
todos los miembros de la familia Herpesviridae. Dicha permanencia 
es temporalmente ilimitada. 

La transcripcion del mensaje genetico y la sintesis proteica se 
produce en tres fases: una etapa inmediatamente temprana (alfa), 
donde se produce una union de protefnas al DNA para regular la 


transcripcion; luego una fase de sintesis de protemas tempranas 
(beta), entre ellas la DNApolimerasa y otras que intervienen en la 
transcripcion; y posteriormente la sintesis de las protemas estructu- 
rales tardias (gamma), que se producen luego de que la replicacion 
haya comenzado. 

Aquellos virus que realizan su ciclo replicativo en forma comple- 
ta destmyen la celula hospedadora produciendo una infection litica, 
mientras que aquellos que solo transcriben la information genetica sin 
replicarse quedaran en estado de infection latente en diversas estirpes 
celulares. Asi, por ejemplo el HSV exhibe una sorprendente estrategia 
para permanecer en fase de latencia en neuronas sensoriales y mini- 
mizar asi el reconocimiento por el sistema inmune. A su vez, el virus 
Epstein-Barr (EBV), establece una infection latente en los linfocitos B, 
aunque en un numero limitado de individuos puede asociarse a infec- 
ciones cronicas de linfocitos T, como se observa en el sindrome linfo- 
proliferativo hemofagocitico y en la infection cronica activa por EBV 
(en la que tambien se infectan las NK), o a eventos tumorigenicos. 


Corpus 

Editorial 


23.2 

Virus herpes simplex: herpesvirus humano (HHV) 1 y 
HHV-2 

Marcela Ferres 


Existen dos especies de virus herpes simplex: el HSV-1 (HHV-1) 
y el HSV-2 (HHV-2), ambos pertenecientes al genero Simplexvirus. 
Sus genomas tienen un alto grado de homologfa, razon por la cual 
la mayor parte de los polipeptidos sintetizados por un tipo viral se 
relacionan antigenicamente a los del otro tipo. 

1. Estructura 

El genoma del HSV contiene informacion que permite la sfntesis 
de importantes enzimas como la DNA polimerasa, la desoxirribo- 
nucleasa, la timidina quinasa, y la ribonucleotido reductasa. Esta 
ultima se encarga de convertir los ribonucleotidos en desoxinu- 
cleotidos que, a su vez, se fosforilan con la ayuda de la timidina 
quinasa quedando entonces disponibles para la sfntesis del DNA 
viral. Todas estas enzimas son propias del virus y diferentes a las de 
origen celular, por lo que algunas de ellas representan el bianco de 
accion de las drogas antivirales. Esta especificidad es, sin duda, una 
garantfa de la seguridad en el uso de estas drogas ya que no altera 
a la celula hospedadora sino solo al virus. 

Las glicoproteinas de superficie cumplen variadas funciones, 
entre las cuales deben destacarse la adherencia y penetracion celular 
(gB, gC, gD, gH), la evasion a la respuesta inmune celular (gC, gE, 
gl), y la estimulacion de la production de anticuerpos neutralizan- 
tes (gD). La especificidad antigenica que diferencia entre HSV-1 y 
HSV-2 esta dada por la gG. 

Al menos cinco proteinas virales inmediato-tempranas (a) des- 
empenan un papel central para asegurar la expresion robusta de genes 
virales (Tabla 23.2.1). La primera es la denominada VP16 o a TIF 
(trans inducing factor), una proteina del tegumento que aumenta el 
nivel de expresion de los genes a, y que ingresa con el virus al ini- 
ciarse la infeccion celular. Cumple, por ende, la doble funcion como 
transactivadora de la transcription y como protema estructural del vi- 
rion. VP 16 actua sobre secuencias TAATGARAT (R es un nucleotido 



Figura 23.2.1. Transporte axonal retrogrado del virus 
herpes simplex desde el sitio de inoculacion. El trans- 
porte anterogrado tiene lugar luego de la reactivacion viral. 


purinico) presentes en los promotores inmediato-tempranos virales. 
Dicha secuencia de DNA es reconocida por el factor de transcrip- 
cion celular Oct-1. VP 16 y otra proteina celular (HCF: host cellular 
factor) se unen al complejo TAATGARAT/Oct-1 activando la trans- 
cripcion de los genes virales. La segunda es la protema inmediato- 
temprana ICP4 ( Infected cell protein 4) que se une al DNA viral en 
sitios por los que tiene alta y baja afinidad, actuando -respectivamen- 
te- como represor o transactivador sobre ellos. ICPO actua como un 
transactivador promiscuo, sin unirse al DNA sino a otras proteinas 
celulares, regulando el ciclo celular (estabiliza la ciclina D3) y man- 
teniendo una vigorosa sintesis proteica. La proteina ICP27 controla el 
procesamiento del RNA, bloqueando el proceso de corte y empalme 
de los RNAm (splicing). Dado que la mayoria de los genes virales 
carece de intrones, dicho efecto se manifiesta fundamentalmente en 
una reduction de la sintesis de proteinas celulares. Asimismo, ICP27 
actua como transportador de RNAm tardfos desde el nucleo al cito- 
plasma, regulando la expresion de proteinas virales tardias. ICP22 es 
una proteina a multifuncional. 

Conjuntamente con VP 16, otras dos proteinas tegumentarias 
potencian la capacidad del HSV de replicar eficientemente: vhs 
(viral host shut off) y una proteina-quinasa (UL13); vhs es una pro- 
tema con actividad de RNAsa que degrada todos los RNAm. Dado 
que los genes virales se expresan a una tasa muy alta, la sintesis de 
proteinas virales esta menos afectada que la de las proteinas celu- 
lares. 

Otras dos proteinas virales tienen especial signification en la 
patogenesis de la infeccion: una es ICP47 y la otra y 34.5. La pri- 
mera es una protema que a traves de la union con las proteinas 
de transporte TAP 1 / TAP 2 celulares bloquea la presentation de 
antigenos peptidicos en el contexto de moleculas del CMH-I, al 
impedir la translocation de peptido dentro del reticulo endoplas- 
mico. La protema y 34.5 (ICP 34.5) se une a la fosfatasa 1 celular 
y redirecciona su actividad hacia la defosforilacion del factor eIF-2 
a, pennitiendo la sintesis de proteinas. Este efecto bloquea la ac- 
tividad de la PKR (proteina-quinasa dependiente de RNA) celular 
que normalmente fosforila dicho factor eIF-2 a, y -como un intento 
de bloquear la infeccion viral- impide la sfntesis de proteinas y 
promueve la apoptosis celular. En otros terminos, el aumento de 
aproximadamente 3 000 veces que se observa en la actividad de la 
fosfatasa 1 de las celulas infectadas respecto de las que no lo estan, 
evita la inhibition de la sfntesis proteica promovida por la PKR 
(Tabla 23.2.1). 

2. Infeccion acuda, latencia y reactivacion 

Las celulas mucoepiteliales son las que permiten la entrada de am- 
bos tipos virales, en forma preferente en la region orofacial para 
el HSV-1 y en la genital para HSV-2. La union y el ingreso viral 
a las celulas es dependiente de factores virales (glicoproteinas de 
envoltura) y celulares. Un mediador celular de la entrada viral per- 
teneciente a la familia de receptores para TNF es expresado pri- 
mariamente en linfocitos T activados (HveA; Herpes viral entry 
A). En las celulas epiteliales y otras no linfoideas el ingreso es 
mediado por una glicoprotefna similar al receptor para poliovirus 
(HveB y HveC). HveC es abundantemente expresado en neuronas. 
En celulas epiteliales se promueve una infeccion productiva como 
resultado de la expresion de los genes a, P y y, lo cual permite la 
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Molecula 

Funcion 

RNA 

LAT ( latency 

associated 

transcripts) 

Transcripto de RNA viral (no codificante 
de proteina) expresado en la latencia; 
inhibe la apoptosis. 

Inhibe ICPO. 

L/STs 

Transcriptos de RNA viral; inhibirian 
la sintesis de proteinas inmediato- 
tempranas (a) en neuronas. 

Proteina 

VP16 (a TIF) 

Transactivadora tegumentaria de genes 
inmediato-tempranos (a). 

Vhs ( viral host 
shut off) 

RNAsa tegumentaria que afecta 
principalmente a los RNAm celulares. 

U s 3 

Proteina quinasa viral que inhibe la 
apoptosis mediada por BAD. 

ICPO 

Se expresa durante la infection celular 
(ICP): transactivadora promiscua de 
genes a, (3 y y; inhibe la expresion de 
IRF-3; necesaria para la reactivation. 

ICP4 

Inhibe la expresion de transcriptos 

LATs y de transcriptos L/STs en las 
infecciones productivas. Promueve la 
transition entre la expresion de RNAde 
genes a hacia los p y y interactuando 
con factores de transcription de la RNA 
polimerasa II celular. 

ICP22 

Multifuncional; necesaria para la 
replication viral, modifica la RNA 
polimerasa II celular. 

ICP27 

Promueve la transition entre la 
expresion de RNA de genes a hacia los 
Py y. 

Inhibe la apoptosis en el proceso de 
establecimiento de la latencia; regula 
la longevidad del RNAm de ICPO; 
inhibe la sintesis de proteinas celulares 
mediante el bloqueo del splicing de 

RNA; regula la exportation nuclear de 
RNAm de proteinas virales tardias. 

ICP34.5 (y 34.5) 

Aumenta la actividad de una fosfatasa 
celular, inhibiendo la PKR. 

ICP47 

Inhibe la presentation antigenica 
por MHC-I al inhibir las proteinas de 
transporte celular TAP-1 y TAP-2, lo 
que impide el transporte de peptidos 
virales al reticulo endoplasmico. 

ORF 0 

ORF P 

Inhibe ICP4. 

Inhibe ICPO e ICP22. 


Tabla 23.2.1. Funciones de algunas moleculas del HSV. 


formation de nuevos viriones, proceso que culmina con la destruc- 
tion celular. Los virus herpes se replican en las celulas de la base 
de la lesion, infectan la neurona que inerva esa zona y se trasladan 
en forma retrogada asociados a moleculas motoras de dineina hasta 
llegar a los cuerpos neuronales de los ganglios trigemino (HSV-1) 
o sacro (HSV-2) donde permanecen en estado de latencia (Figura 
23.2.1). 

Se define como latencia la retention de un genoma viral fun- 
cional (para el HSV en ganglios sensoriales) sin production de vi- 
ms infeccioso. En el humano, la latencia viral se mantiene durante 
toda la vida del individuo infectado, lo que sugiere una delicada 


estrategia de persistencia viral, que a su vez permite la reactivation 
(Tabla 23.2.2). 

Durante la latencia viral se observan dos cambios en el genoma 
viral que afectan su expresion: a) su circularization episomal; y b) 
su asociacion con histonas celulares, existiendo como una estructura 
cromatinica en las neuronas infectadas. 

El ciclo latencia-reactivacion puede ser operativamente definido 
en tres etapas: el establecimiento de la latencia, la mantencion de la 
misma y la reactivation viral desde la fase latente. En la transition 
entre la infection aguda y la fase de latencia (establecimiento de 
esta en la neurona), el vims produce diversas proteinas potencial- 
mente toxicas (ICPO, U s 1.5, U L 13), que podrian danar el DNA celu- 
lar y disparar la apoptosis mitocondrial de la neurona. Sin embargo, 
el vims posee una maquinaria anti-apoptotica (proteinas U s 3, U s 5, 
gD, gl, ICP27 y transcriptos de RNA denominados LATs [Latency 
associated transcripts ]) que promueve la sobrevida neuronal en esta 
fase initial. 

A1 extinguirse la expresion de otros genes, la expresion de trans- 
criptos LATs 1 y 2 durante la latencia bloquea la induction de apop- 
tosis neuronal. El gen LAT es el unico transcripto activa y abundan- 
temente sintetizado durante la fase de mantencion de la latencia. En 
absoluto contraste con otros genes del HSV, el promotor del gen LAT 
es solo activado en neuronas sensoriales. En dicho pro mo tor existe 
una region de union para ICP4, proteina que inhibe la expresion de 
los transcriptos LATs, lo que justifica que estos no sean abundantes 
en las infecciones productivas de celulas epiteliales. El transcripto 
primario LAT consta de 8,3 kb de RNA y se yuxtapone con la ex- 
presion del gen inmediato temprano ICPO en direction anti-sentido, 
por lo cual se ha postulado que podria inhibirlo (Figura 23.2.2). Sin 
embargo, las primeras 1,5 kb de los transcriptos LATs son suficientes 
para promover los niveles habituales de reactivation de cepas vira- 
les salvajes, sin yuxtaponerse con gen alguno del HSV. El gen LAT 
puede potenciar el establecimiento o la mantencion de la latencia, in- 
crementando el pool de neuronas latentemente infectadas, las que re- 
sultan en niveles aumentados de reactivation espontanea o inducida. 

Se cree que mediante corte y empalme del transcripto primario 
LAT (inestable), se producen transcriptos estables de 2 kb, que 
pueden ser, a su vez, subsiguientemente procesados en moleculas 
de 1,5 y 1,4 kb. La capacidad anti-apoptotica del gen LAT resi- 
de en el exon 1, habiendose demostrado que micro RNAs (miR- 
NA; moleculas que regulan la estabilidad de los transcriptos o la 
eficiencia traduccional de estos) correspondientes a esta region 
(miR-LAT) son capaces de inhibir la via de serialization de un 
potente inhibidor del crecimiento celular (TGF (3 1) regulando 
negativamente la expresion de dicho factor y de SM AD-3, un 
activador de la mencionada via. 

Se ha demostrado que la proteina celular HCF esta secuestra- 
da exclusivamente en el citoplasma de las neuronas sensoriales, en 
oposicion a la distribution generalizada o nuclear que se observa en 
otras estirpes celulares. Dicho secuestro es promovido por la union 
del HCF con factores de transcription celulares, tales como los de- 
nominados Zhangfei y Luman (este ultimo en neuronas sensoriales). 
Elio implica la imposibilidad para VP 16 de ser transportada al nu- 
cleo y, por ende, poder iniciar la transcription de genes inmediatos 
tempranos a. Por lo expuesto, se ha sugerido que Luman, desempena 
un papel en la latencia. Tambien se ha demostrado la existencia de 
transcriptos de RNA vims-especificos, denominados L/STs. Estos 
RNAs son transcriptos sintetizados en sentido divergente al RNAm 
de ICPO y se yuxtaponen -en la misma orientation- con el transcrip- 
to primario LAT (Figura 23.2.2B). 

Un marco de lectura abierto (ORF) denominado ORF P com- 
prendido en la region L/STs se sobre-expresa cuando ICP4 esta 
inactivo, dado que esta proteina reprime la transcription de L/STs. 
Otro producto codificado en la misma region que ORF P, pero en 
menor cuantfa y en un diferente marco de lectura se conoce como 
ORF O. ORF P y ORF O estarian controlados por el mismo pro- 
motor. Existe un circuito de retroalimentacion positiva que podria 
controlar la expresion de genes del HSV durante la latencia: en 
ausencia de ICP4, ORFs O y P serian producidos y prevendrian 
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Establecimiento de la latencia 

• Ingreso del genoma viral en la neurona ganglionar 

• Abundante expresion de genes virales y replicacion 
del DNA(infeccion aguda) 

• Extincion de la expresion genica viral 

• Abundante expresion de LATs 

Mantencion de la latencia 

• Expresion de LATs 

• Ausencia de expresion detectable de genes virales 
Ifticos 

• Ausencia de replicacion detectable del DNA viral 

Reactivacion desde la latencia 

• Estimulo externo (estres, inmunosupresion, etc.) 

• Infeccion productiva (expresion genica, replicacion 
del DNA viral y produccion de viriones) 

• Sobrevida de las celulas latentemente infectadas (?) 

• Expresion de LATs 


Tabla 23.2.2. Principales etapas durante el ciclo de laten- 
cia - reactivacion viral. 


la sfntesis o la funcion de proteinas inmediata-tempranas, mante- 
niendo al resto del genoma en un estado reprimido sin transcribir. 
Inversamente, durante la infeccion productiva, ICP4 reprime la 
produccion de L/STs. Este atractivo modelo, sin embargo, requie- 
re confirmacion, ya que no hay aun evidencias de la expresion de 
los ORF O u ORF P en neuronas latentemente infectadas por HS V. 
Asimismo, se ha documentado en el modelo experimental murino 
que 1 de cada 10 neuronas del ganglio trigemino latentemente in- 
fectadas con HSV expresan abundantes transcriptos virales (LAT, 
ICP4, timidina quinasa, y glicoproteina C), sintetizan proteinas y 
replican el DNA viral. En ausencia de virus infeccioso detectable 
en el ganglio trigemino, se ha acunado este proceso con la deno- 
minacion de reactivacion molecular espontdnea. 

Estos hallazgos permitirian justificar la persistencia de una res- 
puesta inmune local mediada por linfocitos T CD8 + en el sitio de la 
latencia. Estas celulas producen interferon y, el que podrfa prevenir 
la reactivacion viral junto con el interferon a. El interferon y inhibe 
la expresion de ICPO (necesaria para la reactivacion) y bloquea un 
paso subsiguiente a la expresion de al menos algunas de las proteinas 
estructurales del virus. Tambien se ha documentado la presencia de 
IP-10, TNF alfay RANTES en el sitio donde E1SV establece la laten- 
cia. Esta respuesta inmune celular cronica sin lesion neuronal podrfa 
asociarse a la vigilancia imnune ejercida frente a los frecuentes even- 
tos de reactivacion viral (con la consiguiente expresion de proteinas 
virales). En sintesis, la respuesta inmune celular no citolitica mediada 
por citoquinas parecerfa favorecer la latencia viral e influenciar la 
reactivacion. 

Sin embargo, el E1SV dispone al menos de tres estrategias para 
contrarrestar dicha vigilancia inmune local: a) la actividad de fosfa- 
tasa 1 celular disparada por ICP34.5 (y34.5) que defosforila la PKR; 
b) la accion de la proteina U s l 1 -una proteina viral que se une al 
RNA y evita la activacion de la PKR-; y c) el efecto de inhibicion 
sobre los genes estimulados por el interferon promovido por ICPO, 
que incluye el impedimento de acumulacion nuclear de IRF-3 (fac- 
tor regulatorio 3 del interferon). 

Luego de producida la reactivacion viral en la neurona, el virus 
herpes viaja por via axonal anterograda en forma de subcompo- 
nentes virales (glicoproteinas de envoltura y capsides desnudas por 
separado) y/o corno capsides envueltas, asociados a moleculas de 
kinesina, liberandose en las terminales nerviosas mediante exoci- 
tosis. Ambos modelos referidos al transporte anterogrado del F1SV 
son aun motivo de controversia y de actual investigation. Es me- 
nester destacar que este proceso de reactivacion viral se realiza en 
presencia de la respuesta humoral especifica del hospedador. Los 
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' ’ LAT inestable 

6.3 kb , * 

2,0 kb 

1,5 kb ^ LATs estables 

1.4 kb , ► y abundantes 

Figura 23.2.2. Localization de genes dentro de las se- 
cuencias repetidas de HSV-1. 2A: U L y U s indican las se- 
cuencias unicas de los componentes largos (L) y cortos (S) 
del genoma. Los rectangulos representan las secuencias 
repetidas. 2B. Mapa transcripcional correspondiente a la re- 
gion genomica con secuencias repetidas. La localization y 
orientation de los LAT, ICPO, y 34.5, ICP4, ORF P & O, y L/S 
T se muestran con lineas continuas. 


anticuerpos anti-HSV no desempenan rol alguno conocido frente a 
dicho evento intracelular. 

Durante la recurrencia el virus vuelve a producir lesiones vesi- 
culares o se excreta en forma inaparente. Estas lesiones son mas cir- 
cunscritas ya que existe una respuesta inmune previa que impide su 
diseminacion; cuando esta respuesta inmunologica se encuentra de- 
bilitada o ausente la recurrencia es mas severa y prolongada. Estos 
conceptos ayudan a entender el comportamiento severe de herpes 
simplex en aquellos grupos de riesgo, como los recien nacidos, los 
ancianos y los que tienen compromiso de la inmunidad celular. En 
sujetos inmunocompetentes varios fenomenos, entre ellos el trau- 
ma, la fiebre, el estres, la luz solar y/o cambios hormonales asocia- 
dos a la menstruation son capaces de estimular una reactivacion de 
cualquiera de los virus herpes simplex, probablemente asociado a 
una estimulacion de la replicacion viral y -en algunos casos- a una 
depresion transitoria (al menos a nivel del sitio de latencia viral) de 
la inmunidad celular. 

3. PUERTA DE ENTRADA Y CUADROS CUNICOS 

Los mecanismos de transmision involucrados en la infeccion por vi- 
rus herpes simplex 16 2 son el contacto directo de piel o mucosas, 
entre un sujeto que esta excretando el virus, en forma sintomatica o 
asintomatica, y otro que es susceptible a la infeccion. 

Las formas mas frecuentes de adquirir la infeccion son a traves 
del contacto oral como el beso, la auto-inoculacion en la mucosa 
conjuntival, o en la piel a traves de microlesiones, a traves del con- 
tacto sexual, y por contacto directo con el canal del parto, en el caso 
de los recien nacidos. 

3. 1 Infeccion oro- facial 

La manifestation clinica primaria mas comun del herpes oro- facial 
es la gingivo-estomatitis herpetica, donde HSV-1 es la principal 
etiologia. La poblacion mas afectada es la de los ninos entre 1 a 3 
anos, que presentan un cuadro caracterizado por fiebre alta, sialo- 
rrea, lesiones vesiculares en la mucosa oral, labios, lengua, encfas 
y paladar duro, que posteriormente se ulceran y son causa de dolor 
e inapetencia. Este cuadro es autolimitado, cesando alrededor de 
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los diez dias. La excrecion viral dura aproximadamente el mismo 
tiempo que la sintomatologfa descrita. 

La infeccion recurrente labial se ubica en la union mucocutanea 
del labio. Es frecuente que preceda a la aparicion de vesfculas, prurito 
y ardor localizado. Una vez que las vesfculas han erupcionado se 
transforman en costras al cabo de dos a tres dfas y desaparecen luego 
de una semana. Estas lesiones son contagiosas ya que el virus se esta 
replicando activamente en ellas. La recurrencia asintomatica tambien 
existe y es tambien contagiosa para un hospedador susceptible. 

3.2 Herpes genital 


) Corpus 
Editorial 


Por lo general es causado por el HSV-2, aunque con frecuencia 
creciente tambien se ha descrito por el HSV-1. El herpes genital 
se manifiesta por papulas, vesiculas, pustulas y ulceras en la piel y 
mucosas de los genitales femeninos o masculinos. En las mujeres 
las lesiones pueden encontrarse en las paredes vaginales o en el 
cuello uterino y ser externamente imposibles de ver. Cuando la 
infeccion ocurre en un hospedador que carece de inmunidad a 
ambos tipos de virus herpes (ausencia de anticuerpos contra HSV 
-1 y HSV-2), la sintomatologia suele ser mas intensa, con mani- 
festaciones sistemicas y con una excrecion viral mas prolongada. 
Los sintomas mas comunes son fiebre, cefalea, dolores musculares 
y disuria. En el examen fisico es posible encontrar signos me- 
nfngeos, adenopatfas inguinales, descarga uretral y vaginal. Las 
lesiones genitales desaparecen alrededor de las dos semanas y la 
excrecion viral cesa alrededor del mismo periodo. 

Las recurrencias del herpes genital pueden ser con o sin sfnto- 
mas, en este ultimo caso se manifiestan por prodromos como sen- 
sibilidad, adormecimiento o sensacion urente en la zona sacra con 
aparicion posterior de vesfculas y ulceras que al cabo de unos dfas 
se convierten en costras. 

Las manifestaciones de recurrencia del HSV-1 son menos fre- 
cuentes que las dc HSV-2. 


3.3 Encefalitis herpetica 


Es uno de los cuadros clinicos mas graves e importantes de reco- 
nocer y debe ser tratado con antivirales en forma precoz, con el 
objeto de mejorar el pronostico vital y asi evitar complicaciones y 
secuelas para el paciente. Se manifiesta en ninos y adultos, como 
un cuadro febril con cefalea, alteraciones de conciencia, conducta 
bizarra, convulsiones focales asociadas a rapido deterioro de la con- 
ciencia. El compromiso del tejido encefalico es de tipo destructivo 
por lo que las secuelas neurologicas son frecuentes entre los que 
sobreviven. El lobulo temporal es el mas comprometido. El LCR 
esta alterado con un contenido elevado de proteinas, y recuento 
anormal de leucocitos (a predominio de mononucleares) y globu- 
los rojos, ambos hallazgos traducen la presencia de inflamacion y 
necrosis tisular. 

La meningitis por HSV es una complicacion del cuadro prima- 
rio del herpes genital por HSV-2, siendo su evolucion autolimitada. 

3.4. iNFECCldN DEL RECIEN NACIDO 


Existen tres formas de adquirir la infeccion, la transplacentaria o 
congenita, la perinatal en el momenta del parto y la post-natal. La 
mas frecuente es aquella adquirida en el periodo perinatal (85%) y 
la menos frecuente es la infeccion congenita (5%). 

La infeccion perinatal se observa entre los 7 y 20 dias de vida 
como un cuadro septico. Se reconocen tres formas clfnicas: infec- 
cion diseminada (30%), encefalitis (35%) e infeccion localizada de 
la piel, ojos u orofaringe (35%). Estos sindromes no son excluyentes 
y pueden superponerse durante el curso de la infeccion. La infeccion 
diseminada se caracteriza por un cuadro de tipo septico progresivo. 
Los sintomas neurologicos son prominentes en un 60% de los casos. 
Un 90% de los pacientes tienen lesiones vesiculares cutaneas. 

Los organos afectados con mayor frecuencia son el SNC, hfga- 
do y glandulas adrenales. Sin tratamiento el paciente se deteriora de 


forma progresiva con una mortalidad del 90%. En ausencia de le- 
siones de la piel, el diagnostico requiere un alto grado de sospecha. 

En un 35% de los pacientes la infeccion del SNC no presenta 
compromiso de otros organos, pero puede acompanarse de lesiones 
vesiculares en la piel o lesiones oculares. El momento de presenta- 
cion es usualmente mas tardio que la forma diseminada, alrededor 
del dias 16 a 19 post-parto. 

Las manifestaciones clfnicas incluyen letargia, irritabilidad, 
temblor, abombamiento de la fontanela, inestabilidad de la tempe- 
ratura corporal, convulsiones focales o generalizadas, opistotonos 
o paralisis flaccida. Sin tratamiento, el pronostico es fatal en el 50% 
de los casos y los sobrevivientes presentan secuelas neurologicas. 

Las infecciones localizadas por lo general tienen buen pronos- 
tico. Estas pueden comprometer la piel, ojos o mucosa oral. En la 
piel se presenta comno pequenas vesfculas de fondo eritematoso 
que aparecen en el area de la presentacion en el parto y luego se 
extienden a otras areas del cuerpo. La infeccion ocular compro- 
rnete la conjuntiva y la cornea y, eventualmente puede conducir a 
cataratas y coriorretinitis. 

En la infeccion congenita, las manifestaciones clinicas estan 
presentes al nacer o en las primeras 48 horas de vida y se caracte- 
rizan por lesiones vesiculares (simulando impetigo bulloso o piel 
escaldada) y areas de cicatrizacion en la piel, asociado a secuelas 
neurologicas graves, hepato-esplenomegalia y trastornos de la coa- 
gulacion. El pronostico es frecuentemente fatal, aun con tratamiento. 

4. Diagnostico de Laboratorio 

Para la identificacion del virus herpes simplex existen cuatro mo- 
dalidades de diagnostico de laboratorio especificas: 

1) Deteccion de antigenos: el virus puede ser detectado a tra- 
ves de tecnicas rapidas como la inmunofluorescencia que 
intenta visualizar antigenos del HSV presentes en las celulas 
tomadas desde la base de las lesiones vesiculares. Con el 
uso de la inmunofluorescencia directa (IFD) y monoclonales 
especificos para las glicoproteinas G de HSV -1 y HSV -2, 
es posible establecer en el lapso de 2 horas cual de los dos 
tipos virales es responsable de las lesiones vesiculares en- 
contradas. La sensibilidad es optima, superior al 90%, si la 
muestra obtenida es de buena celularidad y si fue tomada de 
una lesion vesicular en vez de una lesion ulcerada o costro- 
sa. Lo ideal es que sea una lesion de no mas de tres dias de 
evolucion. La muestra recibida en ese caso sera una torula en 
medio de transporte para virus. En ocasiones, una impronta 
de un tejido biopsiado puede ser una excelente alternativa 
para realizar un diagnostico rapido. 

2) Aislamiento en cultivo sobre celulas de origen epitelial como 
los fibroblastos humanos. Esta tecnica es una excelente al- 
ternativa para recuperar el virus desde una lesion vesicular 
activa, un frotis cervical o vaginal, o una biopsia. El cultivo 
demora entre 2 y 7 dias en hacerse positivo (deteccion de la 
accion citopatica -o ACP- viral) lo que le confiere una utili- 
dad limitada en la toma de decisiones terapeuticas oportunas. 
El virus produce una ACP de tipo litico y se puede tipificar 
como del tipo 16 2, con anticuerpos monoclonales mediante 
inmunofluorescencia. 

3) Biologia molecular: la tecnica de reaccion en cadena de la 
polimerasa (PCR) es otra excelente herramienta diagnostica, 
de gran sensibilidad y rapidez, y es la mejor forma de hacer 
diagnostico desde fluidos con una carga viral baja que limite 
su recuperacion en cultivo celular. Para el diagnostico de 
encefalitis o meningitis herpetica la PCR es la tecnica de 
eleccion; su sensibilidad es de 98 a 100% en ninos y adultos, 
y la especificidad de 94%. 

4) Serologia: en la actualidad se han desarrollado buenas tecnicas 
de diagnostico serologico que permiten detectar anticuerpos 
especificos para HSV-1 y HSV-2. Las indicaciones del uso de 
la serologia son aun limitadas: entre ellas, el diagnostico de 
susceptibilidad para uno de los dos tipos de virus, consejo y 
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apoyo a parejas en que una de ellas padece de herpes genital 
reconocido por lesiones externas y en el diagnostico de herpes 
genital sin lesiones externas. No tienen utilidad en el diagnos- 
tico de una enfermedad aguda. 

5) Otros procedimientos: Las tinciones de Tzanck o Papanico- 
laou de muestras obtenidas de la base de lesiones sospecho- 
sas son tecnicas alternativas para la detection de celulas in- 
fectadas por cualquier virus de esta familia. La sensibilidad 
es baja, oscilando entre el 40 y el 50%. 

5. Tratamiento 

Actualmente hay disponibilidad de 4 drogas antivirales para el tra- 
tamiento de las infecciones por virus herpes simplex: el aciclovir, 
el valaciclovir, el famciclovir y el foscarnet. 

El aciclovir es la droga mas ampliamente utilizada como pri- 
mera option terapeutica. Su mecanismo de action es inhibit' la re- 
plication viral actuando como analogo de nucleosido al momenta 
de elongarse la hebra de DNA viral, ya que funcionalmente inac- 
tiva a la DNA polimerasa viral. Es una droga en extremo segura y 
eficaz, en ausencia de compromiso renal su vida media es de 2,5 
hasta 3 horas. Su biodisponibilidad oral es deficiente por lo que, 
en situaciones en que la terapia oral es la indicada se prefiere usar 


el ester de valina del aciclovir, el valaciclovir, que tiene una vida 
media en sangre que permite su dosificacion dos o tres veces al 
dfa. 

En consideration a que su excretion es de preferencia por 
el rinon, su dosis debe ajustarse en pacientes con dano renal y, 
en ancianos o pacientes con hidratacion llmite debe asegurarse 
un buen flujo renal para evitar complicaciones como la crista- 
lizacion de la droga al nivel tubular. 

El uso prolongado de aciclovir puede llevar a la emergencia 
de resistencia de las cepas de HSV; esta resistencia es transitoria 
si se suspende el tratamiento, es decir, en un nuevo episodio de 
recurrencia de la enfermedad la cepa de HSV sera nuevamente 
sensible al aciclovir. 

En situaciones de fracaso al tratamiento con aciclovir o re- 
sistencia virologica documentada, el tratamiento de election es 
el foscarnet. Esta droga actua por inhibition de la DNA poli- 
merasa viral. La biodisponibilidad oral es baja, por lo que su 
administration debe ser por la via intravenosa. La excretion es 
preferentemente renal, de tal modo que las dosis deben ajustarse 
de acuerdo al clearence (elimination) de creatinina. Los efectos 
toxicos del foscarnet son a nivel renal, SNC (cefalea, irritabili- 
dad, temblores y alucinaciones), y algunos trastornos digestivos 
como diarrea y vomitos en hasta un tercio de los casos. 


23.3 

Virus varicela-zoster (VZV) (herpesvirus humano 3) 

Marcela Ferres 


1. Infeccion acuda, lateiucia y reactivacion 

Este virus pertenece al genero Varicellovirus . El genoma del virus 
varicela-zoster (VZV) es el mas pequeno de todos los miembros de 
su familia y se compone de 70 genes que se expresan en su totalidad 
cuando la infeccion llega a su etapa de lisis celular. Los genes se 
agrupan en tres clases (al igual que el HSV, inmediato-tempranos, 
tempranos y tardios), y son responsables de sintetizar proteinas que 
se van expresando en una cascada bien regulada. Entre las proteinas 
estructurales son de importancia las glicoprotemas que son capaces 
de estimular la respuesta inmune, siendo por lo tanto, de gran signi- 
fication en el control y resolution de la infeccion. 

El virus ingresa y egresa de las celulas infectadas a traves del 
receptor cation-independiente para manosa-6 fosfato. Durante la 
infeccion aguda el VZV se disemina de dos maneras, por liberation 
de los viriones envueltos al espacio extracelular y por contigiiidad 
de celula a celula. La primera modalidad de diseminacion es la que 
ocurre en la eruption maculo- vesicular caracteristica y la segunda, 
en la extension de las lesiones cutaneas que se observan en pacien- 
tes inmunocomprometidos y que es mediada por los leucocitos in- 
corpus fectados con VZV. Durante la varicela, el virus se disemina a traves 
Editorial de la sangre (viremia), afectando la piel y con rnenor frecuencia 
otros organos. 

Durante la infeccion latente en las celulas neurales de los gan- 
glios sensoriales, no hay expresion completa de todos los genes 
virales. A diferencia del HSV, el VZV no posee transcriptos anti- 
sentido LAT, pero transcribe y traduce diversos genes en los gan- 
glios sensoriales, tales como el que codifica la principal proteina 
transactivadora IE62 (de localization tegumentaria), la co-regula- 
dora IE63, y los ORFs 4, 21, 29, 40 y 66. 

Sin embargo, en la infeccion latente de celulas neurales (neu- 
ronales y gliales) existe un bloqueo de la expresion de los genes 
codificantes de las glicoprotemas de envoltura, comparado con lo 
observado en la infeccion lftica de las celulas de la epidermis o la 
dermis. A diferencia de lo observado habitualmente en la latencia 
por HSV, en la del VZV no se observan infiltrados linfocitarios 
en los sitios donde se alberga este ultimo. Esta disimilitud podria 
atribuirse a las frecuencias relativas de las reactivaciones por HSV 
(muy frecuente) y del VZV (infrecuente). 

Durante la recurrencia por VZV (episodio de herpes zoster) la 
information genetica se expresa completamente hasta producir lisis 
de las celulas afectadas. El herpes zoster se asocia a una neuralgia 
post-herpetica en individuos de edad avanzada y a una eventual 
diseminacion a pulmones, higado y cerebro en los inmunocompro- 
metidos. 

El VZV es el agente etiologico de la varicela o peste de cris- 
tal , que representa la manifestation clfnica del primer contacto del 
hospedador con este virus. Luego de permanecer en forma latente 
en los ganglios sensitivos, alrededor de un 15% de los individuos 
reactivan la infeccion migrando el virus por via axonal a la piel en 
una extension dermatomal. 

2. PUERTA DE ENTRADA Y DISEMINACION 

El virus ingresa por la via aerea. Luego de un periodo de incuba- 
tion de 2 a 3 semanas, durante el cual ocurre una primer viremia, 
el virus alcanza el tejido reticulo endotelial. Una segunda viremia 


ocurre despues de 1 1 a 13 dias alcanzando la piel y manifestandose 
con lesiones maculares y vesiculares generalizadas. En la etapa de 
infeccion latente el virus se encuentra en las rafces dorsales de los 
ganglios sensitivos desde donde migra a la piel cuando se produce 
la reactivacion viral que promovera la recurrencia de la enfermedad 
bajo la forma clfnica del herpes zoster. 

3. CUADROS CUNICOS 

Varicela. La varicela es un cuadro exantematico vesicular genera- 
lizado acompanado de malestar general, fiebre moderada y prurito 
en las lesiones de la piel. Las lesiones vesiculares caracterfsticas de 
esta enfennedad evolucionan a pustulas al cabo de 12 horas y pos- 
teriormente a costras. Este ciclo se repite durante mas o menos 3 
a 5 dias, momenta en el que las ultimas lesiones entran a la fase 
costrosa. El exantema es generalizado y rara vez pasa desapercibi- 
do, salvo cuando las lesiones son muy escasas y estan ubicadas en 
sitios poco visibles como el cuero cabelludo. El cuadro clfnico tien- 
de a ser mas grave en adolescentes y adultos. Las complicaciones 
asociadas a la varicela son principalmente las que se asocian a la 
sobre-infeccion bacteriana de las lesiones de la piel. Sin embargo, 
existen otras complicaciones que se ven con menor frecuencia como 
la ataxia, meningitis, artritis, trombocitopenia, hepatitis, neumonfa y 
glomerulonefritis. 

El comportamiento de la enfermedad en los pacientes con in- 
munosupresion se caracteriza por prolongation hasta tres veces de 
los ciclos eruptivos; existe fiebre alta y se ve con mayor frecuencia 
compromiso de organos profimdos (pulmon, higado y SNC). La 
mortalidad asociada a esta forma grave de varicela es de 15 a 18%. 
Los fenomenos hemorragicos son mas frecuentes tambien en este 
grupo de riesgo. 

Herpes zoster. Se manifiesta por lesiones vesiculares unilaterales do- 
lorosas que siguen una distribution dennatomal generalmente toraxica, 
cervical o facial trigeminal. Las vesfculas se encostran en alrededor de 
dos semanas y, en sujetos con gran compromiso de la inmunidad, pue- 
den durar hasta 4 a 6 semanas. El dolor es el sintoma mas importante 
en el herpes zoster y puede ser observado antes, durante o despues de 
la aparicion de las vesiculas. Alrededor del 25 al 50% de los casos de 
adultos que desarrollan herpes zoster presentan neuralgia post-herpe- 
tica; esta se describe como un dolor punzante y perforante que puede 
durar meses. El tratamiento con antivirales solo ha reducido el tiempo 
total de evolution de la enfennedad pero no ha bajado la frecuencia de 
episodios de herpes zoster. Dependiendo de los nervios comprometi- 
dos, se pueden afectar otros organos como el globo ocular (queratitis, 
uveitis, iridociclitis, panoftalmitis) en el caso del compromiso de la 
rama oftalmica del trigemino. La reactivacion viral en el ganglio geni- 
culado del septimo par y del octavo par craneano, produce el sfndrome 
de Ramsay Hunt y se asocia con paralisis facial. 

Varicela en el binomio madre-hijo. La infeccion durante el em- 
barazo puede transmitirse al feto; la frecuencia es baja, oscilando 
entre 0,8 a 2% durante las primeras 20 semanas de gestation y 
puede manifestarse por malformaciones congenitas o muerte. La 
infeccion entre las 20 a 36 semanas raramente resulta en dano. Una 
infeccion matema que se haya transmitido al feto en gestation pue- 
de tambien manifestarse unicamente por herpes zoster en el nino 


402 


VIROLOGIA MEDICA / Guadalupe Carballal - Jose Oubina 


durante sus primeros anos de vida. La historia natural de la vari- 
cela en embarazadas se caracteriza por complicaciones medicas y 
obstetricas: en un 10-15% de los casos la infeccion se complica con 
neumonla; un 10% presenta parto prematuro y la tasa de mortalidad 
materna es de 0-2%. 

Cuando el exantema materno aparece entre los ultimos cinco 
dias del embarazo y dos dias post-parto, la infeccion en el recien 
nacido es habitualmente grave. Las manifestaciones cllnicas mas 
frecuentes son: neumonla difusa, hepatitis y meningo-encefalitis, 
con un 40% de mortalidad. La mayor gravedad de la infeccion se 
debe a que el recien nacido recibe directamente el virus en su sis- 
tema circulatorio, por la ruta transplacentaria, sin alcanzar a recibir 
pasivamente IgG matema especifica a traves de la misma via. 

El slndrome de varicela congenita se caracteriza por extensas 
lesiones cicatrizales cutaneas asociadas a hipoplasia de las extre- 
midades y dedos rudimentarios, retraso del crecimiento intraute- 
rino, dano del sistema nervioso central, microoftalmia, cataratas, 
coriorretinitis y atrofia muscular.Un 40% de los neonatos nacidos 
de madres que presentan la erupcion vesicular durante las 3 ulti- 
mas semanas del embarazo, desarrollan infeccion cllnica al nacer 
o durante los primeros dlas de vida. Dado que durante el perlodo 
prenatal alcanzan a recibir pasivamente anticuerpos matemos, la 
enfermedad evoluciona en forma similar a un lactante mayor. 

4. Diagnostico 

Si bien el diagnostico cllnico de varicela o herpes zoster no ofrece 
dificultades, el diagnostico virologico ofrece alternativas para su 
confirmation. 

Los ensayos rapidos disponibles, como la deteccion de antige- 
nos virales en muestras de raspado de la base de lesiones vesicu- 
lares y tincion con anticuerpos monoclonales unidos a fluorescei- 
na, tiene una sensibilidad cercana al 90% y una especificidad de 
100%. La calidad de la lesion (vesicula versus costra, por ejem- 
plo) y una buena toma de la muestra son de extraordinaria impor- 
tancia para tener el mejor rendimiento con este tipo de pruebas 
diagnosticas. 

El aislamiento viral en celulas de cultivo como los fibroblastos 
humanos es una buena option para recuperar el agente para fines 
de investigation o estudios de sensibilidad a antivirales, mas que 
para diagnostico. La visualization del efecto citopatico acaece alre- 
dedor de la semana y puede aparecer hasta dentro de 3 semanas de 
la inoculation. El virus es labil y el rendimiento global es del 36%. 
Este puede ser mejorado si la inoculation se realiza en shell vial con 
posterior tincion con anticuerpos monoclonales a las 48-72 horas. 

Las tecnicas de biologia molecular como la PCR han mejorado 
notoriamente el diagnostico, de especial importancia en aquellos pa- 
cientes con infecciones del SNC y del ojo, en que los procedimientos 
invasivos para un diagnostico etiologico presentan un mejor rendimien- 
to. El otro gran beneficio del uso de PCR es que permite la identifica- 
tion de cepas salvajes o de cepas vacunales de varicela-zoster. 

El principal uso de la serologia es la identification de suscep- 
tibles entre aquellos que seran sometidos a inmunosupresion se- 
cundaria a trasplantes. Por ejemplo, las tecnicas de deteccion de 
IgG especifica mas ampliamente usadas son las de ELISA o de 
inmunofluorescencia. 

5. Epidemiologia 

La varicela es una infeccion extraordinariamente transmisible, con 
tasas de infeccion secundaria de hasta 90% entre los susceptibles 


expuestos a un caso. La ruta de transmision principal es la respi- 
ratoria. El periodo de incubation oscila entre 10 y 21 dias y el de 
contagiosidad es de 2 dias antes del exantema hasta que todas las 
lesiones esten en etapa de costra. En los palses donde no se ha intro- 
ducido de forma masiva la vacuna como herramienta de prevention 
de la enfermedad, la varicela es una afeccion de la infancia donde la 
mayoria de los casos ocurren antes de los 12 a 13 anos. 

El herpes zoster se puede manifestar a cualquier edad; sin em- 
bargo, la mayoria de los casos se concentra en la poblacion despues 
de los 60 anos. Aproximadamente el 4% de los que presentan her- 
pes zoster tienen un segundo episodio. 

6. Tratamiento 

Tanto la varicela como el herpes zoster pueden ser tratados con 
aciclovir por la via oral o intravenosa dependiendo de la gravedad 
de la enfermedad. El uso de una droga antiviral acorta el periodo 
de erupcion vesicular y reduce el numero de lesiones totales. La 
indication de su uso, dentro de las primeras 24 horas de apare- 
cidas las veslculas, es para los adolescentes, adultos y pacientes 
de alto riesgo. El herpes zoster ademas puede ser tratado con va- 
laciclovir o famciclovir oral. Su inicio precoz asegura mejores 
resultados. 

7. Prevencion 

Inmunoglobulina hiperinmune (VZIG). Consiste en altas 
dosis de anticuerpos especificos para el virus varicela, que son 
administradas a individuos de alto riesgo expuestos a un caso de 
varicela, con el objeto de disminuir la gravedad de los sintomas al 
momento de enfermar. 

Uso de antivirales profilacticos en dias 7 a 14 post-exposi- 
cion. Es una altemativa a usar en sujetos que pertenecen a grupos 
de alto riesgo que habiendose expuesto al virus varicela-zoster, 
estan fuera del plazo para recibir inmunoglobulina hiperinmune. 

Vacuna. Es la unica vacuna contra un virus de la familia herpes 
y consiste en un virus vivo atenuado. Es una vacuna segura para 
ninos y adultos, con una eficacia de alrededor del 85% para prevenir 
toda forma de varicela pero entre 86 a 100% efectiva en la preven- 
cion de una varicela moderada a grave. 

La protection de la vacuna contra enfermedad leve es menor, 
variable, y ya se han establecido algunos factores que aumentan 
el riesgo de fallas, tales como el tiempo entre la vacunacion y 
el contacto con un caso de varicela (mas de 3 a 5 anos desde la 
vacunacion implica mayor riesgo), vacunacion a edad temprana 
(antes de 15 meses de edad), vacunacion cercana a la vacuna tri- 
virica (menos de 28 dias entre ambas siendo la segunda vacuna 
la de varicela), uso de corticoesteroides orales en ninos asmaticos 
(vacunacion dentro de los 3 meses post-uso de corticoesteroides). 
Actualmente, esta en discusion la necesidad de utilizar una dosis 
de refuerzo en los ninos. El uso universal de la vacuna ha demos- 
trado una elevada eficacia en reducir la morbilidad, mortalidad 
y hospitalizaciones por varicela. La inmunidad coferida por la 
vacuna parece ser duradera, pero debe seguir en evaluation en 
contextos epidemiologicos que seran cambiantes por su uso uni- 
versal. 

NoTA 

Los capitulos 23.1, 23.2 y 23.3 se finalizaron en el ano 2008. 
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Citomegalovirus humano (herpesvirus humano 5 o 
HHV-5) 


Guadalupe Carballal - Cristina M.Videla 


Introduccion 

La infection con el citomegalovirus humano (CMV) presenta una 
amplia distribution mundial y ocurre -en la mayorfa de los indivi- 
duos- durante las primeras dos decadas de la vida. 

El nombre de este virus deriva de su particularidad de producir 
agrandamiento celular (citomegalia) con caracteristicas inclusio- 
nes (inclusiones citomegalicas) en el nucleo celular de los tejidos 
infectados. Estas inclusiones se denominan en ojo de buho y se 
pueden observar con tinciones histologicas habituales (Figura 
23.4.1). 

Para distinguir el CMV humano de otros CMV que afectan 
a animales, es habitual en la literatura encontrar la abreviatura 
HCMV ( human CMV). Dado que en este capitulo nos referire- 
mos solo al virus que afecta al ser humano (especie-especifico) 
lo mencionaremos como CMV. 

La transmision del CMV requiere un contacto ultimo entre el 
individuo susceptible y otro que esta eliminando el virus por secre- 
ciones orofarfngeas, genitales, leche u orina. 

La primoinfeccion suele ser asintomatica pero, a veces, puede 
presentarse con un cuadro similar al de la mononucleosis infeccio- 
sa o bien como hepatitis. Luego de la primoinfeccion, el sistema 
inmune principalmente mediante los linfocitos T (LT) citotoxicos, 
logra controlar la infection aunque no eliminarla. Una particulari- 
dad del CMV, al igual que todos los miembros de la familia Her- 
pesviridae, es que desarrolla una infection persistente latente. 

En la infection cronica persistente por CMV se elimina virus 
por la saliva y otras secreciones en forma intermitente y en bajos 
titulos, lo que puede suceder en individuos sanos inmunocompe- 
tentes y en total ausencia de enfermedad. Asimismo, los ninos con 
infection congenita pueden eliminar este virus por orina durante 
meses. 

La principal defensa contra el CMV es la inmunidad mediada 
por celulas, aunque los anticuerpos antivirales especificos tambien 
pueden modificar la enfermedad. Por ello, la disfuncion del sistema 
inmune, en especial la disminucion de linfocitos CD8 + , favorece 
mayores niveles de replication viral. 

La inmunodepresion, ya sea fisiologica (embarazo) o adquirida 
por tratamiento con drogas inmunosupresoras o por infection con 
HIV/SIDA, conduce a menudo a la reactivation del CMV latente 
lo que produce replication activa y elimination prolongada del vi- 
rus por secreciones. Esto puede asociarse o no con manifestaciones 
clmicas de enfermedad por CMV. 

En la actualidad, los trasplantes de organos son frecuentes y 
el impacto de la enfermedad por CMV -primoinfeccion o reac- 
tivation- en estos pacientes que reciben tratamientos con drogas 
inmunodepresoras es enorme. El CMV puede producir enfermedad 
diseminada que puede afectar pulmon (neumonitis interstitial), 
SNC (retinitis) y tracto gastrointestinal (ulceraciones graves). El 
desenlace puede ser fatal; por esta razon el CMV es considerado 
como una de las mas importantes causas de morbi-mortalidad pos- 
trasplante ( Vease el Capitulo 45). 

1. Estructura 

El CMV pertenece a la subfamilia Betaherpesvirinae, dentro de la 
familia Herpesviridae, y se clasifica como herpesvirus humano 5 



Figura 23.4.1. Celula citomegalica. Se observa una inclusion 
de gran tamano en el nucleo de una celula de un tejido infectado 
con citomegalovirus. Hematoxilina-eosina (1 OOx). 


(HHV-5). Posee la estructura tipica de la familia y es indistinguible 
de otros miembros de la misma por microscopia electronica. Las 
particulas tienen un diametro de 1 80-200 nm y presentan un core 
denso, una capside con simetria icosaedrica, un tegumento y una 
envoltura. 

Se han descrito tres tipos de particulas virales: a) cuerpos 
densos ( dense bodies - DB) que no contienen DNA viral y estan 
compuestos mayoritariamente por la proteina de matriz pp65; b) 
particulas envueltas no infecciosas, morfologicamente indistingui- 
bles de la particula infecciosa pero que carecen de DNA viral y c) 
viriones, es decir, particulas completas e infectantes. 

El genoma es a DNA de cadena doble con un tamano de 245 000 bp, 
siendo uno de los mas extensos y complejos genomas de los virus 
animales. Esta constituido por dos fragmentos UL ( Unique long) y 
US (Unique short) separados por secuencias repetidas e invertidas 
que permiten un ordenamiento genomico, que es clasificado como 
de tipo E en la familia Herpesviridae. Este ordenamiento permite 
distinguir cuatro formas genomicas isomericas. Esos isomeros se 
deben a la inversion de los fragmentos L y S usando de pivote las 
secuencias repetidas e invertidas ubicadas en sus extremos termina- 
les y en la union L-S. Tambien en el virion se encuentran dos clases 
de RNA, uno esta empaquetado con el DNA y el otro se encuentra 
en el tegumento. Se ha secuenciado completamente la cepa AD169 
del CMV. Posee alrededor 225 marcos abiertos de lectura ( ORF ), 
de los que al menos 46 son imprescindibles para que el virus pueda 
replicar in vitro. 

El DNA esta contenido en una nucleocapside icosaedrica com- 
puesta por 162 capsomeros de fonna hexagonal. Las principals 
proteinas son: la proteina principal de la capside (UL86); la protei- 
na menor de la capside (UL85); la proteina del ensamble (UL80) y 
la proteina pequena de la capside (UL48/49). 

Por fuera de la capside, se encuentra el tegumento o matriz for- 
mado por alrededor de 25 proteinas, muchas de ellas fosforiladas. 
Las principals son pp65, pp71 y ppl50. La pp65 y la ppl50 son 
altamente inmunogenicas y constituyen alrededor del 20% de las 
proteinas de la matriz. 

Rodeando al tegumento se encuentra la envoltura lipoproteica 
de origen celular y en la que se encuentran insertas 6 glicopro- 
teinas: gpL, gN, gO, gH, gM y gB. Asimismo, estas proteinas se 
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asocian entre si formando complejos proteicos. La glicoproteina 
B (gpUL55) es la mas abundante, seguida por la glicoproteina H 
(gpUL75) y ambas cumplen un papel importante en la entrada del 
vims a la celula y contra ellas se producen anticuerpos neutrali- 
zantes. 

Como la mayoria de los vims envueltos, el CMV es muy labil 
al calor y es inactivado rapidamente por solventes lipidicos y por la 
desecacion. Por ello, se requiere un contacto intimo para la trans- 
mision de este vims. 

Se han descrito genotipos de CMV mediante el estudio de los 
genes gp UL55 y UL73, que codifican para las glicoproteinas de 
envotura gB y gN, respectivamente. Para la gB hay al menos 4 ge- 
notipos (gB-1 a gB-4) y para gN, 7 genotipos (gN-1 a gN-4 a,b,c). 

En la actualidad se estan realizando estudios para correlacionar 
estos polimorfismos con el tropismo celular, la latencia y la pato- 
genesis del CMV. 

2 . Replicacion 


) Corpus 
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Los betaherpesvims poseen un rango restringido de hospedadores; 
su replicacion es lenta en cultivo celular, produciendo las caracte- 
risticas celulas citomegalicas. 

La replicacion ocurre en el nucleo celular y la transcription es 
regulada por genes alfa o inmediato-tempranos, beta o tempranos 
y gamma o tardios, algunos de los cuales son compartidos con el 
vims herpes simplex. La replicacion se caracteriza por la transcrip- 
cion de estos tres tipos de genes en forma secuencial. La expresion 
de los genes alfa o inmediato-tempranos ocurre cuando el virus en- 
tra a la celula y son requisito para que luego se expresen los genes 
beta y, por ultimo, los gamma. 

La expresion de los genes IE (alfa o inmediato-tempranos) 
esta bajo el control del MIEP ( major immediate early promoter), 
una region del genoma viral muy compleja a la que se unirian una 
serie de factores transcripcionales celulares que juntos actuarian 
reprimiendo o activando su expresion. Las principales proteinas 
codificadas por la region IE son las correspondientes a los genes 
IE72 y la IE86, y actuan sinergicamente para la activation de los 
genes tempranos y tardios. Asimismo, IE86 actua al nivel de la 
transcription celular y del ciclo celular. 

La expresion de algunos genes del CMV interfiere con la res- 
puesta inmune del hospedador, por ejemplo, sintetizando proteinas 
que bloquean la presentation antigenica en el complejo mayor de 


Infection primaria por CMV 
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Figura 23.4.2. Mecanismo de latencia/reactivacion de ci- 
tomegalovirus. Adaptado de Sinclair J, P Sissons. "Laten- 
cy and reactivation of human cytomegalovirus". J Gen Virol. 
2006;87:1763-79. Review. 


histocompatibilidad de clase I CMH-I a los LT citotoxicos, y otras 
proteinas que interfieren con la respuesta de quimioquinas ( Vease 
el Capitulo 8). 

3. Patogenia 

El ser humano es el unico reservorio del CMV. La replicacion de 
este vims ocurre en fibroblastos, macrofagos, celulas epiteliales del 
rinon, higado, glandulas salivales, pulmon, tracto digestivo inclu- 
yendo higado y pancreas, asi como tambien celulas endoteliales 
y trofoblasto. La replicacion en macrofagos y celulas endoteliales 
son un factor importante en la infection aguda y contribuyen a la 
diseminacion del virus. Los mecanismos patogenicos propuestos 
son: action citopatica directa, dano tisular mediado por el sistema 
inmune e interferencia con la respuesta inmune. 

El CMV se mantiene en estado latente, por persistencia del ge- 
noma viral sin production de vims infeccioso pero, ante ciertos 
estimulos, puede reactivase y desarrollar una infection cronica con 
baja production viral que es controlada especialmente por LT cito- 
toxicos CD8 + . Si la inmunidad del hospedador se encuentra dismi- 
nuida habra una mayor production de viriones y mas diseminacion 
a diferentes organos, lo que puede conducir a enfermedad. 

Las celulas en las que el CMV realiza latencia han sido un tema 
extensamente estudiado. Existen evidencias in vitro e in vivo que 
demuestran que este vims establece latencia, pero no replica activa- 
mente, en celulas progenitoras mieloides CD34 + en la medula osea. 

Cuando estas celulas maduran a macrofagos o celulas dendriti- 
cas desarrollan una infection activa (con replicacion viral) y llevan 
el vims a distintos organos (Figura 23.4.2). 

La diferenciacion de los monocitos a macrofagos maduros 
serfa una condition importante para pasar de la latencia a una in- 
fection productiva. El DNA viral se mantendrfa en el nucleo de 
estas celulas en fonna episomal (DNA circular). Sin embargo, se 
desconoce si el CMV podria estar asociado al DNA celular como 
ocurre con el vims Epstein-Barr. 

Tambien se ha sugerido que el CMV podria establecer latencia o 
infection cronica en bajo grado en celulas endoteliales y epiteliales. 

No se conocen los mecanismos de dano fetal pero se postula 
que el vims infecta a las celulas endoteliales matemas que se di- 
seminan al citotrofoblasto, y luego pasan a la placenta y a la cir- 
culation fetal. En la actualidad, se estan estudiando cuales son los 
niveles de carga viral asociados a mayor infection fetal. 

3. 1 Control del CMV por el sistema inmune 

La primoinfeccion con CMV induce una respuesta inmune 
adaptativa y tanto los LT como los anticuerpos neutralizantes 
permiten controlar la diseminacion del virus en el organismo y 
disminuir la carga viral en sangre y en secreciones. Sin embar- 
go, a pesar de una respuesta inmune adecuada, el hospedador no 
es capaz de eliminar al CMV ya que este establece mecanismos 
de latencia y cronicidad. 

Los anticuerpos son muy importantes en la protection de neo- 
natos y se ha demostrado que la probabilidad de transmision al feto 
es mayor si la respuesta de anticuerpos materna es de baja afinidad 
y de pobre capacidad neutralizante. Estudios realizados en 2005 
han demostrado que el tratamiento de las embarazadas con gam- 
maglobulina especifica contra CMV puede disminuir el riesgo de 
transmision congenita y de enfermedad. 

En pacientes con trasplantes, el importante rol de los anticuer- 
pos es bien conocido, ya que la primoinfeccion por CMV es mas 
frecuente y grave en los pacientes sero-negativos que reciben un 
organo sero-positivo. 

La inmunidad mediada por celulas es esencial para evitar la di- 
seminacion viral a diversos organos. Durante las etapas iniciales de 
la infection, los mecanismos de inmunidad innata como las celulas 
NK (natural killer ) son una fuente de interferon gamma, que faci- 
lita la expansion de LT ayudadores (helper) antigeno especificos. 
El numero de LT CD8 + especificos aumenta mucho; estas celulas 
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5. CUADROS CLINICOS 

5. 1 En inmunocompetentes 


reconocen peptidos de la protelna pp65 y de muchas otras proteinas 
virales. La glicoprotelna B y otras de envoltura son los blancos de 
los anticuerpos neutralizantes y tambien son reconocidas por las 
celulas T. 

Anteriormente, se postulaba el importante rol de los CD8 + en el 
reconocimiento de los antlgenos virales en el contexto del CMH-I. 
En la actualidad, se demostro que los CD4 + tambien son importan- 
tes en el control de la infeccion por este virus. 

La evidencia del papel de los CD8 + resulto de un estudio tras- 
cendental, publicado en Science en 1992, en el que se transfundie- 
ron CD8 + especfficos del donante a pacientes receptores de tras- 
plante de celulas progenitoras hematopoyeticas, lo que resulto en 
protection contra la enfermedad por CMV. 

3.2 Mecanismos de interference con la respuesta innmune 

Ademas de la destruction celular producida por la activa replica- 
cion Utica del CMV, algunos genes virales bloquean la apoptosis, 
otros interfieren con la expresion de moleculas de reconocimiento 
inmune y HLA en la superficie de las celulas para as! evitar la lisis 
por celulas NK o citotoxicas; tambien pueden inhibir los efectos 
antivirales de los interferones. 

Muchas proteinas codificadas en el genoma del CMV inter- 
fieren con la presentacion antigenica del CMH-I, produciendo 
una regulation negativa (down regulation ) de la expresion de ese 
complejo en la superficie celular, una alteration del procesamiento 
antigenico y otros mecanismos. 

Algunos ejemplos de estos mecanismos son los siguientes: los pro- 
ductos del gen US3 se unen a moleculas del CMH-I y las retienen en 
el reticulo endoplasmico; los productos del gen US2 y US 11 reciclan 
estas moleculas al citoplasma luego de su slntesis y son degradadas en 
los proteosomas; US6 se une a TAP e impide el transporte de pepti- 
dos al lumen del reticulo endoplasmico; UL83 fosforila una proteina 
temprana de CMV que constituye un epitope importante para los LT 
y asi impide la presentacion de ese epitope; UL 18 es homologo a una 
molecula de clase I, y se une a la beta 2 microglobulina e interfiere con 
la funcion de los monocitos ( vease el Capitulo 8). 

4. Vl AS DE INFECCION 

La infeccion por CMV puede adquirirse por via horizontal (la mas 
frecuente), o por via vertical (transplacentaria o perinatal), siendo 
este virus una de las causas mas frecuentes de infeccion congenita. 

En individuos con replication activa el CMV esta presente en 
la sangre y se elimina por numerosas secreciones (faringeas, se- 
men, cervicales -cuello de utero-, leche, saliva, lagrimas y orina) 
(Tabla 23.4.1). 

La presencia del virus en secreciones faringeas constituye la 
forma mas importante de transmision horizontal, seguida de la 
transmision por via sexual. El CMV presente en sangre y organos 
permite su transmision por transfusiones o por el organo trasplan- 
tado (Tabla 23.4.1). 


La primoinfeccion con CMV se adquiere habitualmente en la pri- 
mera infancia por contacto con secreciones faringeas infectadas. En 
individuos inmunocompetentes la primoinfeccion es, por lo general, 
asintomatica o subclinica. Ocasionalmente, puede producir un cuadro 
similar a la mononucleosis infecciosa ( mononucleosis-simil ) o una he- 
patitis aguda. Estos cuadros se podran diagnosticarpor la detection de 
Ig M especifica anti-CMV, en ausencia de marcadores serologicos de 
infeccion por virus Epstein-Barr en el primer caso, o por la serologla 
negativa para marcadores de hepatitis A, B o C (Tabla 23.4.2). 

Luego de la infeccion se inducen anticuerpos especfficos anti- 
CMV, inicialmente de tipo Ig M y luego de tipo Ig G; estos ulti- 
mos perduran de por vida. Se producen anticuerpos neutralizantes, 
aunque no se ha definido con exactitud cual es la glicoproteina de 
mayor importancia en la induction de anticuerpos protectores. Los 
linfocitos citotoxicos especfficos contra la pp 65 (proteina de te- 
gumento) son de fundamental importancia en la limitation de la 
infeccion. 


En pacientes con trasplantes de organos solidos o de medula osea 
o en aquellos con HIV/SIDA la enfermedad diseminada por CMV 
constituye la mayor causa de morbilidad y mortalidad. En los pa- 
cientes con trasplantes la enfermedad puede estar asociada al re- 
chazo del organo transplantado. De all! la importancia de los nue- 
vos ensayos de diagnostico virologico rapido, desarrollados en los 
ultimos anos, para detectar infeccion activa en estos pacientes, lo 
que permite instituir en forma precoz el tratamiento con ganciclo- 
vir u otros antivirales especificos ( vease el Capitulo 45). isps 

La infeccion activa puede ser el resultado de la reactivation del f (\FIf 
virus latente endogeno o de la adquisicion de un virus exogeno por 
el organo recibido o por transfusiones. 

En pacientes con trasplante renal, la infeccion activa por CMV 
ocurre en el 40 a 70% de los casos, en especial durante el primer 
trimestre postrasplante. 

Los cuadros clinicos mas frecuentes en pacientes inmunocom- 
prometidos son: neumonitis, enfermedad febril debilitante, esofagitis, 
colitis, hepatitis retinitis o encefalitis. En pacientes con HIV/SIDA se- 
ropositivos para CMV, la retinitis es la manifestation mas frecuente y 
ocurre en el 45% de los casos cuando los CD4 son menores de 50/mm 3 
(vease el Capitulo 45). 

Los factores de riesgo que influyen en la morbimortalidad por 
CMV en los pacientes trasplantados son: 1) el estado serologico 
del receptor previo al trasplante; 2) la serologia del donante; 3) el 
nivel, tipo y duration de la inmunosupresion; 4) el tipo de trasplan- 
te. La enfermedad es mas frecuente y grave en receptores serone- 
gativos de organos de donante seropositivo. El riesgo es mayor en 
trasplantes de medula osea y en los multiorganicos. 


5.2 En inmunocomprometidos 


Horizontal 

• Via faringea 

Nino a adulto 


Adulto a nino 

• Via sexual 


• Transfusiones o trasplantes 


Vertical 

• Transplacentaria 

Congenita 

• Perinatal 

Canal de parto 


Leche, secreciones faringeas 


Tabla 23.4.1. Transmision del citomegalovirus. 
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En inmunocompetentes: 

• Asintomatico 

• Sindrome simil 
mononucleosis 

• Hepatitis 

En inmunocomprometidos: 

• Sindrome sistemico 

• Neumonitis intersticial 

• Hepatitis 

• Encefalitis 

• Coriorretinitis 

• Enfermedad 
gastrointestinal 


Tabla 23.4.2. Citomegalovirus: cuadros clinicos. 


Se denomina infeccion primaria a la que adquiere un receptor 
seronegativo para CMV al recibir un organo de donante seroposi- 
tivo. La fuente de infeccion es el organo trasplantado o las transfu- 
siones sangulneas. 

Se denomina infeccion secundaria a la que adquiere un re- 
ceptor seropositivo para CMV. En este caso, la infeccion puede ser 
consecuencia de la reactivation de su cepa endogena o bien de la 
sobreinfeccion con la cepa presente en el trasplante. La infeccion 
por CMV en pacientes inmunocomprometidos y el tratamiento se 
consignan en detalle en el capitulo 45. 

5.3 Infeccion congenita 


) Corpus 
Editorial 


En EE.UU. se detecta infeccion congenita por CMV en el 0,5 al 
2,5% de todos los nacidos vivos. Cada ano nacen 40 000 ninos con 
infeccion congenita por CMV en ese pais. Para Argentina existen 
escasos datos publicados. 

En aquellos paises o areas con alto nivel socioeconomico 
y adecuados habitos de higiene hasta el 50% de las mujeres en 
edad fertil pueden ser susceptibles al virus, ya que no adquirie- 
ron la primoinfeccion durante la infancia. 

Por el contrario, en paises en vias de desarrollo o en areas de bajo 
nivel socioeconomico e inadecuados niveles de higiene, solo el 15% 
de las mujeres en edad fertil seran susceptibles. 

La infeccion congenita es mas frecuente cuando una madre 
seronegativa adquiere la primoinfeccion con CMV durante el 
embarazo. La trasmision intrauterina ocurre aproximadamente 
en 30-40% de las embarazadas con primoinfeccion por CMV, 
debido a la viremia materna. Por el contrario, la infeccion con- 
genita por reactivation del CMV latente durante el embarazo es 
poco frecuente (< 1%) y menos grave (Tablas 23.4.3, 23.4.4 y 
23.4.5). 

El 10% de los ninos infectados presentan al nacer un cuadro 
caracteristico de enfermedad de inclusion citomegalica y de es- 
tos el 10-20% muere. La enfermedad de inclusion citomegalica 
se caracteriza por: hepatoesplenomegalia, bajo peso al nacer, 
plaquetopenia y dafio al SNC como hidrocefalia o microcefalia 
y/o calcificaciones cerebrales, convulsiones, sordera, retardo 
psicomotor, y mas raramente miopatia y coriorretinitis (Tabla 
23.4.5). 

Sin embargo, solo el 5-10% de los ninos infectados presen- 
tan los sintomas clasicos de enfermedad por CMV al nacimien- 
to. Son mas frecuentes las manifestaciones tardias de la infec- 
cion congenita que se presentan en edad preescolar o escolar 
(sordera, coriorretinitis, alteraciones en la dentition o retardo 
mental). En estos casos el diagnostico etiologico es diffcil si no 
se ha documentado la existencia de Ig M especifica en las pri- 
rneras semanas del nacimiento. El CMV es la primera causa de 
retardo mental en paises desarrollados, pero se carece de datos 
publicados para Argentina. 


6. Diagnostico 

Cabe destacar que es imposible adscribir la etiologla de la enfermedad 
producida por CMV mediante el mero examen clinico. Para un diag- 
nostico de certeza resulta imprescindible el diagnostico virologico. 

El exito de la prevention de la enfermedad luego de los tras- 
plantes, asf como los avances en el tratamiento precoz de la enfer- 
medad, se pueden atribuir al desarrollo extraordinario de nuevos 
ensayos de diagnostico virologico, altamente sensibles y especlfi- 
cos (Tablas 23.4.6 y 23.4.7). 

6. 1 SerologIa 

La respuesta humoral a la infeccion por CMV induce la production 
de anticuerpos especificos. La Ig M especifica se detecta a las 2-4 se- 
manas luego de la primoinfeccion y la Ig G aparece posteriormente. 

Ante la sospecha de primoinfeccion, la detection de Ig M anti- 
CMV o la seroconversion para Ig G en muestras pareadas permite 
afirmar un diagnostico de infeccion reciente. Asimismo, la detec- 
tion de Ig M especifica anti-CMV en sangre de cordon diagnostica 
una infeccion congenita. 

La detection de Ig G especifica anti-CMV en una unica mues- 
tra de suero permite realizar solamente diagnostico de estado in- 
mune, que suele deberse a una infeccion pasada. Es muy importan- 
te detectar el estado inmune como control antes del embarazo y en 
los estudios pre trasplante. 

En pacientes inmunocomprometidos (trasplantados, 
HIV/SIDA), la serologia tiene un valor limitado dada la inmuno- 
supresion, y ademas no permite diferenciar claramente la infeccion 
latente de la infeccion activa, excepto en el caso de detectar Ig M 
especifica, que puede elevarse o no en las reactivaciones. 

A pesar de ese inconveniente, la serologia continua siendo 
una parte integral del manejo clinico de los pacientes candidatos 
a trasplante ya que permite identificar a donantes y receptores 
previamente infectados. Esto es fundamental durante la evalua- 
tion initial de los pacientes para determinar su riesgo de infec- 
cion y/o enfermedad postrasplante. 

Las tecnicas serologicas actuales son: diversos enzimoinmu- 
noensayos comerciales (ELISA o MEIA) o la inmunofluorescencia 
(IFI). Cuando se realiza detection de Ig M especifica es necesario 
descartar la presencia de factores reumatoideos, que pueden dar fal- 
sos resultados positivos ( vease el capitulo 9 Diagnostico Virologico). 

La detection de Ig M especifica en el suero de una mujer em- 
barazada con Ig G positiva puede deberse a una infeccion prima- 
ria o tambien a una reactivation. Para poder diferenciar entre una 
infeccion pasada de una reciente se recurre a determinar la avidez 
de la Ig G anti-CMV. La avidez es baja en las primeras semanas 
o meses despues de la primoinfeccion, mientras que es alta en 
las infecciones pasadas o no primarias. Para el ensayo de avidez 
se utiliza la tecnica de ELISA con una modification, luego de la 
adicion del suero a los pocillos con el antlgeno de CMV, y antes 
del agregado del conjugado se trata con agentes como urea que 
rompen los enlaces antlgeno-anticuerpo debiles. Los niveles de 
avidez se expresan como porcentaje de la Ig G unida al antlgeno 
antes y despues del tratamiento con urea. 

6.2 Metodos directos 
6.2.1 Histopatologla 

Fue el primer ensayo utilizado para diagnostico de CMV. En cortes 
histologicos de tejidos obtenidos por biopsia o autopsia se pueden 
observar las caracterlsticas inclusiones -denominadas en ojo de 
buho- (Figura 23.4.1) mediante tinciones histologicas habituales, 
aunque la sensibilidad de este ensayo es baja debido a la distribu- 
tion, a veces focal, de las lesiones. 

Estas celulas con inclusiones pueden observarse en numerosos 
tejidos como rinon, pulmon, tracto gastrointestinal, glandulas sali- 
vales, siendo menos frecuentes en cerebro. El empleo de tecnicas 
inmunohistoquimicas permite confirmar los hallazgos. 
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• Por primoinfeccion materna (mas frecuente) 

• Por reactivation del virus latente (menos frecuente) 

• Ocurre en el 0,5 al 2,5% de todos los nacidos vivos en EE.UU. 

• 5 al 10% presenta al nacimiento enfermedad de inclusion citomegalica 

• 5 al 20% tendra manifestaciones tardlas (visuales, auditivas, alteraciones neuromusculares o retardo mental) 


Tabla 23.4.3. Frecuencia de la infeccion congenita por citomegalovirus. 


La citologfa sobre muestras como lavado bronquio-alveolar 
tambien permite detectar celulas con inclusiones aunque la sensi- 
bilidad de esta tecnica es menor a la del cultivo. 

6.2.2 Aislamiento en cultivo celular (Figura 23.4.3) 

El aislamiento en cultivo es un procedimiento clasico de diagnos- 
tico. Se puede realizar en tubos conteniendo cultivos primarios 
de fibroblastos humanos, habitualmente de prepucio humano o en 
celulas diploides como MRC-5 6 WI-38. En estas celulas el CMV 
desarrolla lentamente exhibiendo una ACP caracteristica (Figura 
23.4.3). La ACP se distribuye en forma focal en los cultivos y se 
presenta como racimos de celulas redondeadas refringentes. Lue- 
go, se debe realizar la identification del aislamiento del CMV por 
inmunofluorescencia con anticuerpos monoclonales para detectar 
antlgenos en las celulas infectadas. 

Las muestras pueden ser: sangre, leucocitos de sangre periferi- 
ca, orina, llquido amniotico, hisopados farfngeos o de cuello uteri- 
no, semen, biopsias, etc. 

Luego del procesamiento de las muestras para su desconta- 
minacion ( vease el capitulo 9 Diagnostico virologico) estas son 
inoculadas en tubos que contienen las celulas susceptibles. Estos 
tubos se mantienen en estufa a 37°C, se les cambia el medio nutri- 
tivo cada 2 6 3 dias y se inspeccionan diariamente al microscopio 
invertido para detectar la aparicion de la ACP. La ACP aparece 
generalmente en 1-2 semanas de incubation, pero puede demorar 
hasta 1 mes. 

Un cultivo positivo para CMV es diagnostico inequlvoco de 
infeccion activa pero no es diagnostico de enfermedad en muestras 
como orina o saliva, ya que puede existir elimination viral asinto- 
matica. Un cultivo positivo a partir de sangre se asocia fuertemente 
a enfermedad, aunque los pacientes inmunocomprometidos pueden 
presentar viremia por CMV asintomatica. 

Ventajas 

El aislamiento en cultivo es el procedimiento patron ( gold standard) 
que permite recuperar la cepa viral, lo que es importante en caso de 
ser necesario el estudio de su sensibilidad a las drogas antivirales. 

Desventajas 

Su alto costo y su complejidad, debido a la necesidad de contar con 
la infraestructura para cultivos celulares, y el largo tiempo de es- 
pera del resultado para el desarrollo de la ACP. Por ello, no pueden 
descartarse los cultivos como negativos hasta los 30 dias posinocu- 
lacion. Otra desventaja es la gran labilidad del CMV a temperatura 
ambiente; por esta razon el trasporte al laboratorio debe ser rapido 
y realizarse a 4°C para evitar la inactivation termica del virus. 

6.2.3 Aislamiento en cultivo rapido ( shell vial) (Figura 23.4.4) 

Un avance muy importante para el aislamiento del CMV (y de mu- 
chos otros virus) fue el desarrollo del cultivo rapido o shell vial, 
que permite un diagnostico rapido a las 24 6 48 h. de obtenida la 
muestra. Es considerado el otro prcedimiento patron para CMV. 

Este procedimiento combina el aislamiento en cultivo con la 
detection de antlgenos por IF. Pueden emplearse las mismas mues- 
tras que en el procedimiento clasico. 

Los pasos esenciales de esta tecnica son: a) la inoculation 
de la muestra en cultivo de fibroblastos crecidos en portaob- 
jetos redondos en el fondo de un tubo; b) la centrifugation 


de la muestra a baja velocidad sobre las celulas para aumen- 
tar la adsorcion del virus a los fibroblastos; y c) la tincion 
por inmunofluorescencia (IF) con anticuerpos monoclonales 
dirigidos contra los antlgenos tempranos ( immediate early 
antigens) que el CMV expresa en el nucleo de las celulas 
infectadas pocas horas despues de la infeccion y antes de la 
aparicion de la ACP. 

Ventajas 

La rapidez en la obtencion del resultado, que esta disponible en 
24 6 48 h. 

Desventajas 

Requiere virus viable, por lo que el envlo de las muestras debe 
realizarse rapidamente para evitar la inactivation termica del virus. 
Es de realization muy laboriosa y la lectura al microscopio de IF 
lleva mucho tiempo. 

6.2.4 Detection de antlgenos 

La detection directa de antlgenos virales (p 72) por IF en orina, 
lavado broncoalveolar, llquido amniotico o biopsias es un ensa- 
yo rapido, pero su sensibilidad baja, menor del 70% respecto del 
aislamiento en cultivo y mucho menor que la de las tecnicas mo- 
leculares. 

Antigenemia pp65 (Figura 23.4.5) 

Su detection revoluciono el diagnostico de CMV ya que la mis- 
ma indica infeccion activa y se asocia significativamente con 
enfermedad. Ademas, permite cuantificar el virus en forma rapi- 
da, lo que provee una medida de la intensidad de la infeccion y 
es, por ello, un equivalente a la carga viral. 

El fundamento del procedimiento es la detection del antl- 
geno denominado pp65 en los leucocitos de sangre periferica. 
Este antlgeno es una fosfoprotelna de matriz del CMV (proteina 
estructural de 65 kDa del CMV) que se acumula en el nucleo 
de los polimorfonucleares dando una imagen muy caracteristica 
en las tinciones por inmunoperoxidasa o por IF con anticuerpos 
monoclonales especificos, siendo esta ultima la mas sensible. 
Existen reactivos comerciales conteniendo anticuerpos mono- 
clonales de los cuales varios tienen la aprobacion de la FDA 
( Food and Drug Administration, EE.UU.). Puede ser cualitativa 
o cuantitativa. 

El nivel de viremia se determina contando el numero de celu- 
las que exhiben el antlgeno pp65 en la preparation sobre 200 000 
leucocitos examinados. Los niveles clinicamente relevantes del 
numero de celulas positivas difiere en las distintas poblaciones de 
pacientes. En pacientes con trasplantes de organo solido mas de 10 
celulas positivas/200 000 examinadas sugieren la necesidad de la 
terapia preventiva, mientras que en los pacientes con trasplante de 
medula osea, la presencia de mas de 1 6 2 celulas indica necesidad 
de tratamiento. 

Ventajas 

No requiere cultivos celulares. Tiene una sensibilidad y especifici- 
dad mayores a las del cultivo y, ademas, presenta la ventaja de que 
puede ser cuantitativo, por lo que es un equivalente de la carga vi- 
ral. El diagnostico puede realizarse en 6-8 h. por lo que el resultado 
estara disponible en el dia. 
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Madre con: 

Serologia positiva 

Serologia negativa 

Inmune 

Susceptible 

• Puede transmitir el virus por 
reactivation del virus latente 

• Puede transmitir el virus por la viremia durante la 
primoinfeccion 

• Riesgo de transmision: < 10% 

30-40% 

• Enfermedad aparente del recien nacido o 
secuelas: 0-1% 

10% con cllnica compatible 

90% asintomaticos 


Tabla 23.4.4. Riesgo de transmision del citomegalovirus durante el embarazo segun el estado serologico materno. 


Infeccion congenita 

1) Recien nacido sintomatico: enfermedad de inclusion citomegalica: 

Hepatoesplenomegalia, exantema petequial, bajo peso, transaminasas aumentadas, plaqueto- 
penia, purpura, ictericia, anemia. En SNC: hidro o microcefalia, calcificaciones cerebrales. 
Complicaciones tardias: sordera, retardo mental, coriorretinitis, defectos en la denticion 

2) Recien nacido asintomatico 

Sordera (trastorno mas frecuente), alteraciones en la denticion 

Infeccion perinatal 

Habitualmente asintomatica 


Tabla 23.4.5. Infeccion congenita y perinatal por citomegalovirus: cuadros clinicos. 
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Metodos directos 
Ensayos clasicos 

Histologia: en tejidos obtenidos porautopsia o biopsia: inclusiones intranucleares en ojo de buho. 
Cultivo celular: aislamiento en fibroblastos de prepucio humano (cultivo primario) o MRC-5. 

Ensayos rapidos 

Detection directa de antigenos: 

En sangre:antigenemia pp 65 (equivale a la carga viral) 

En otras muestras: orina, LBA, liquido amniotico, biopsia, autopsia: antigeno p 72 
Cultivo rapido ( shell vial)'. 

Aislamiento mas identification de antigenos tempranos a las 24 y 48 h. 

Muestras: sangre (viremia), orina (viruria), otras muestras 

Ensayos moleculares 

PCR directa para DNA, cuali o cuantitativa, con o sin hibridacion 

RT-PCR para RNAm 

PCR en tiempo real: carga viral 

Hibridacion in situe n muestras tisulares 

Metodos indirectos o serologicos 

Seroconversion para Ig G en muestras pareadas 

Ig M especifica (suero de adultos o de recien nacidos obtenido por cordocentesis) 

Ensayo de avidez para Ig G 


Tabla 23.4.6. Diagnostico de citomegalovirus. 


La antigenemia pp65 es de gran utilidad en el seguimiento de 
los pacientes con trasplantes para el diagnostico rapido de infec- 
cion activa por CMV, lo que indicara la necesidad del tratamiento 
antiviral especifico. 

Desventajas 

El transporte debe ser rapido y la muestra debe procesarse antes 
de las 24 h. para evitar la degradation del antigeno. Este pro- 
cedimiento puede aplicarse solamente a muestras de sangre. Es 
de procesamiento laborioso, ya que requiere la separation de los 


leucocitos polimorfonucleares de sangre periferica, su recuento 
y dilution para obtener una suspension con 200 000 celulas, la 
citocentrifugacion y la fijacion de las mismas en un portaobje- 
tos. Luego, se realiza la tincion de IF. La lectura y recuento de 
las celulas que presentan el antigeno pp65 debe realizarse por un 
observador entrenado y lleva mucho tiempo. Ademas, se requiere 
un buen microscopio de IF. 

En los pacientes neutropenicos no siempre es posible obte- 
ner la cantidad de celulas necesarias para una preparation ade- 
cuada. 
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Figura 23.4.3. Accion citopatica del citomegalovirus. Cul- 
tivo de fibroblastos de prepucio humano. Se observan focos 
de celulas redondeadas y refringentes con grandes inclusio- 
nes intranucleares. 


6.2.5 Ensayos moleculares. (Figura 23.4.6) 

Las tecnicas moleculares son de eleccion en la actualidad ya que 
presentan alta sensibilidad y especificidad para el diagnostico de 
CMV. 

6.2. 5.1 PCR para diferentes genes. 

Se pueden amplificar distintos fragmentos de genes tardlos (UL 83) 
que codifican para la pp65 (fosfoprotelna de matriz), genes tem- 
pranos (UL 123) que codifican para la p 72 (proteina temprana del 
IE 1 inmediate early 1 ), segmentos de genes que codifican para la 
envoltura (UL 55), y otros. En todos los casos, el fragmento por 
amplificar debera ser altamente conservado y con una baja tasa de 
mutacion 

Para aumentar la sensibilidad tambien se ha utilizado PCRs que 
amplifican dos regiones genomicas de la region temprana y tardia; 
esta estrategia permite detectar distintas cepas circulantes. Otra for- 
ma de aumentar la sensibilidad y especificidad del ensayo molecular 
es la utilization de formatos de PCR anidada (Nested PCR). 

La PCR se ha utilizado con exito para la deteccion de DNA 
de CMV en una amplia variedad de muestras clfnicas de pacientes 
trasplantados, pacientes con SIDA, en ninos con infection conge- 
nita y tambien para el seguimiento de pacientes inmunocompro- 
metidos y en la evaluation de la terapia antiviral. Sin embargo, el 



I 



Figura 23.4.4. Cultivo rapido de citomegalovirus ( shell vial): deteccion de antigeno temprano p72 de CMV. En el 

esquema superior se muestra el procesamiento del aislamiento de citomegalovirus en cultivo rapido ( shell vial). La figura 
inferior muestra la deteccion de antigeno temprano p72 por inmunofluorescencia con anticuerpos monoclonales en el nucleo 
de los fibrobastos humanos infectados a las 48 horas post-infeccion. 
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Figura 23.4.5. Antigenemia pp65. Se observa el antigeno 
pp65 en nucleos de polimorfonucleares de sangre periferica. 
Tincion por inmunofluorescencia con anticuerpos monoclo- 
nales. 
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principal inconveniente proviene de su gran sensibilidad, ya que 
no permite distinguir entre enfermedad activa e infection asinto- 
matica o latencia. La viremia por CMV se considera el mejor mar- 
cador de enfermedad por CMV. Diferentes estudios han reportado 
la detection de DNA de CMV tanto en sangre entera, leucocitos de 
sangre periferica, plasma y suero por PCR cualitativa. 

En el seguimiento de pacientes luego del trasplante, la de- 
tection de DNA de CMV en leucocitos de sangre periferica se 
positiviza muy tempranamente, precediendo en una semana a la 
detection de antigenemia y al aislamiento en cultivo rapido. Por 
ello, es de gran utilidad para el diagnostico rapido de infeccion. Sin 
embargo, como consecuencia de esta elevada sensibilidad, una vez 
instaurado el tratamiento con antivirales puede continuar siendo 
positiva aim cuando la replication de CMV haya disminuido o ce- 
sado debido al tratamiento antiviral (antigenemia pp 65 y viremia 


negativas). Por lo tanto, la PCR directa cualitativa no serfa util en 
el seguimiento de la terapia antiviral postrasplante y en este caso 
cobra importancia la determination de la carga viral por PCR cuan- 
titativa o por PCR en tiempo real. 

La PCR cualitativa es de utilidad en determinados cuadros 
clfnicos, tales como la detection de CMV en LCR en pacientes 
con encefalitis o polirradiculomielitis, en orina, biopsias, liquido 
amniotico, o sangre fetal en las infecciones congenitas, en el hu- 
mor vftreo o acuoso en pacientes con retinitis, y en la sangre de 
pacientes con alto riesgo de contraer una infection primaria por 
CMV, como en el caso de los trasplantados receptor negativo y 
donante positivo. 

La medicion de los niveles de DNA en sangre es necesaria para 
predecir y diagnosticar enfermedad por CMV y luego realizar el 
seguimiento del tratamiento antiviral. La carga viral se puede de- 
terminar por diferentes ensayos cuantitativos y semicuantitativos 
artesanales y comerciales. 

6.2. 5.2 Ensayos moleculares cuantitativos. Carga Viral. 

Se han realizado estudios comparando la carga viral determinada 
por antigenemia y por los diferentes ensayos moleculares cuanti- 
tativos. Se observo que estos ultimos proveen resultados cuanti- 
tativos comparables a los obtenidos por antigenemia, siendo mas 
sensibles, y permitiendo predecir con anterioridad la aparicion de 
enfermedad por CMV. 

Los pacientes trasplantados y pacientes con SIDA con infeccion 
activa por CMV tienen altos niveles de copias de DNA y un rapido 
aumento del numero de copias se correlaciona con la presencia de 
smtomas de enfermedad y con la falla del tratamiento. Sin embargo, 
todavfa no se han establecido valores absolutos de copias de DNA 
(carga viral) que determinen o permitan predecir enfermedad. Parece 
ser mas importante monitorear los cambios relativos en los niveles 
de copias de DNA en muestras seriadas de sangre que los valores 
absolutos de carga viral. 

En el caso del diagnostico prenatal de infeccion congenita de 
CMV se han realizado estudios de carga viral en lfquido amniotico 
para poder correlacionar los niveles de carga viral con riesgo de 
desarrollo de enfermedad citomegalica en el recien nacido. 



Figura 23.4.6. Tecnicas moleculares : PCR anidada ( nested) para la region mtrll-EI del DNA de citomegalovirus. En 

leucocitos de sangre periferica de un paciente post-trasplante renal con enfermedad diseminada. Laboratorio de Virologia 
Clinica, CEMIC. 
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Ensayo / Detecta 

Tiempo de 
realizacion 

Utilidad clinica 

Desventajas 

Serotogia 

Detecta: 

anticuerpos 

Ig G 6 Ig M 

4-6 h. 

- Si Ig G +: Infeccion previa 

- Si Ig M +: Infeccion aguda o 

reciente 

- Evaluacion pre-trasplante 

- Infeccion congenita 

- Requiere sueros pareados para evaluar 

seroconversion 

Aislamiento en cultivo 

de fibroblastos humanos 

ACP 

2-4 semanas 

- Indica replicacion viral 

- Infeccion activa 

- Permite recuperar la cepa para 
los estudios fenotlpicos de 

resistencia 

- Infraestructura para cultivos 

- Tiempo prolongado para producir ACP 

- Perdida de viabilidad viral durante el 

transporte 

- Sensibilidad baja comparada con ensayos 

moleculares 

Cultivo rapido 
en el Shell vial 

Antigenos tempranos (p72) 
en nucleo celular antes de la 

aparicion de la ACP* 

24-48 h. 

- Indica replicacion viral 

- Infeccion activa 

- Ensayo rapido 

- idem anterior 

- Complejo para elevado numero de 

muestras 

Antigenemia pp65 

Antlgeno pp65 en el nucleo de 
leucocitos polimorfonucleares 
de sangre periferica 

6-8 h. 

- Ensayo rapido 

- Cuali o cuantitativo 

- Si cuantitativo, equivale a la 
carga viral 

- Para iniciar tratamiento 

- Para monitorear tratamiento 

- Realizacion compleja 

- Requiere procesamiento rapido de la 

muestra 

- Personal especializado 

- Inapropiada en neutropenicos o si el 
volumen de muestra en escaso (neonatos) 

Ensayos moleculares cualitativos 

PCR* 

Amplificacion del DNA viral 

6-8 h. 

- Cualitativa 

- Alta sensibilidad para detectar 
precozmente infeccion por CMV 

- Falta de estandarizacion en PCR 

artesanales 

- Personal especializado 

- Riesgo de falsos + por contaminacion 

- Inapropiada para monitoreo de tratamiento 

- Bajo valor pronostico para enfermedad por 

CMV 

Nested PCR" 

Amplificacion de DNA viral 

8 h. 

- Mayor sensibilidad que la anterior 

- idem anterior 

NASBA: Nuclisens pp67 

RNA mensajero de la protelna 
PP67 

6 h. 

- Cualitativo 

- Especifico de replicacion 

- Util para tratamiento preventivo 

- Menor sensibilidad que ensayos de DNA 

- Costo 

Ensayos moleculares cuantitativos 

COBAS AMPUCOR 

Amplificacion de DNA viral 
(discontinuado) 

6 h. 

- Cuantitativa: mide carga viral 

- Informa numero de copias 
genomicas por ml de plasma 
(llmite: 400 copias) 

-Alta sensibilidad y especificidad 

- Ensayo rapido 

- Util para monitoreo de tratamiento 

- Costo 

- Equipamiento 

- Personal especializado 

- Contaminaciones 

PCR en tiempo real"" 

Amplificacion y deteccion 

simultanea de DNA viral 

(Roche, Abbott) 

4-6 h. 

- Cuantitativa: mide carga viral 

- Ensayo rapido 

-Alta sensibilidad y especificidad 

- Util para iniciar tratamiento 

- Util para monitoreo de tratamiento 

- Costo de reactivos 

- Equipamiento 

- Personal especializado 



Tabla 23.4.7. Diagnostico virologico de infeccion por citomegalovirus. ACP: accion citopatica. *: por inmunofluores- 
cencia con anticuerpos monoclonales. *: los diferentes genes que pueden amplificarse figuran en el texto. ## : pueden ser 
artesanales o comerciales. 
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Los ensayos moleculares disponibles comercialmente para de- 
terminar carga viral son: PCR convencional cuantitativa (COBAS 
AMPLICOR CMV MONITOR de Roche Diagnostic)', amplifica- 
tion de la serial con sondas ramificadas (QUANTIPLEX de Bayer- 
Chirori) y captura de hibridos ( Digene Hibrid Capture CMV DNA 
de Digene Corporation) (Tabla 23.4.7). 

PCR en Tiempo Real 

Esta metodologia combina los procedimientos de la PCR con son- 
das fluorescentes para la deteccion del producto amplificado en el 
mismo tubo y permite medir la fluorescencia emitida a medida que 
se amplifica el DNA en tiempo real con cada ciclo de amplifica- 
tion. Elay distintos tipos de sistemas de deteccion del acido nu- 
cleico que se han utilizado para cuantificar el DNA de CMV: a) 
syber green', b) sondas 5’nucleasas (Taqman); c) faros moleculares 
(molecular beacons ) y d) sondas de hibridacion FRET. Existen di- 
ferentes equipos comerciales para carga viral, con distintos limites 
de deteccion. Por ejemplo: Roche, Abbott, Qiagen, Cepehid. A1 
ano 2011, ninguno de ellos ha sido aprobado por la FDA. 

6.2. 5.3 Deteccion del RNAm 

Una altemativa al uso de ensayos cuantitativos es la deteccion de 
RNAm de proteinas tempranas y/o tardias del CMV por la tecnica 
de RT-PCR. Estos transcriptos solo se expresan cuando hay infec- 
tion activa de CMV y de esta manera se pueden identificar aque- 
llos pacientes en riesgo de desarrollar una infeccion sintomatica. 
Se han desarrollado ensayos comerciales basados en la tecnica de 
NASBA (nucleic acid sequence-based amplification) para la detec- 
cion de RNAm de proteinas inmediato-tempranas y la tardia pp67. 

Estos ensayos se han utilizado para la deteccion de infeccion 
activa por CMV en sangre y en LCR. En general, han resultado te- 
ner una menor sensibilidad que otros procedimientos pero presen- 
corpus tan alta especificidad para el diagnostico de enfermedad por CMV. 

Editorial 

Ventajas de los ensayos moleculares 

La aplicacion de los ensayos moleculares al diagnostico, tanto en la 
deteccion como en la cuantificacion de DNAde CMV presenta enor- 
mes ventajas. Su elevada sensibilidad, especificidad y reproducibili- 
dad permiten reducir significativamente el tiempo de diagnostico de 
certeza de infeccion activa, lo que posibilita un tratamiento rapido y 
un seguimiento adecuado del paciente. Ademas, los ensayos mole- 
culares pueden emplearse aun cuando la muestra no ha sido adecua- 
damente conservada para aislamiento. Puede realizarse en cualquier 
muestra, aun de escaso volumen, incluyendo liquido amniotico o 
sangre fetal obtenida por cordocentesis. La deteccion de DNA de 
CMV por PCR en LCR esta especialmente indicada en caso de en- 
cefalitis ya que en esta muestra los demas ensayos no son efectivos. 

Desventajas 

Se ha desarrollado una amplia variedad de tecnicas moleculares 
que difieren en los blancos a amplificar, pares de primers, sondas, 
condiciones de amplification, de extraccion de acidos nucleicos, 
controles, y estandares cuantificados. Por esta razon, los ensayos 
artesanales deben ser optimizados y validados; mas aun, los ensa- 
yos comerciales ya estandarizados tambien requieren ser validados 
en cada laboratorio (vease "Control de calidad" en el capitulo 11). 

Algunas muestras (orina o LCR) pueden presentar inhibidores 
inespecificos que deben ser eliminados con el procedimiento de 
extraccion de acidos nucleicos elegido. 

Otras desventajas son el costo de los ensayos y del instrumen- 
tal y la necesidad personal especialmente entrenado en tecnicas 
moleculares. 

7. Valor diagnostico de los 

DIFERENTES METODOS DIRECTOS (TABLA 23.4.7) 

La infeccion activa por CMV se diagnostica por el aislamiento del 
virus o por la presencia de antigeno o del genoma (este ultimo me- 
diante tecnicas moleculares). 


Sin embargo, debido a que este virus establece un verdadero 
estado de latencia y cronicidad y a que puede producir infeccion 
activa (con replicacion), aun en ausencia de enfermedad clinica, es 
necesario tener en cuenta que la mera deteccion de CMV en ciertas 
muestras (como orina o saliva) no demuestra su rol etiologico en la 
production de enfermedad, ya que el hallazgo del virus puede ser 
producto de una excretion asintomatica. 

El diagnostico definitivo de enfermedad por CMV debe reali- 
zarse considerando, ademas de la presencia del virus, otros facto- 
res como cuadros clinicos especificos o inespecificos (por ejemplo, 
fiebre de origen indeterminado), evidencias histologicas y la exclu- 
sion cuidadosa de otros agentes etiologicos. 

En los pacientes trasplantados se ha determinado que la detec- 
cion del virus en sangre, ya sea por aislamiento, por antigenemia pp 
65 6 por tecnicas moleculares, se correlaciona adecuadamente con el 
desarrollo de enfermedad por CMV, no ocurriendo lo mismo con la 
deteccion de viruria o de virus en saliva, como ya se ha mencionado. 

En el seguimiento de pacientes luego del trasplante, la de- 
teccion de DNA de CMV en leucocitos de sangre periferica se 
positiviza muy tempranamente, precediendo en una semana a la 
deteccion de antigenemia y al aislamiento en cultivo rapido. Por 
ello es de gran utilidad para el diagnostico rapido de infeccion. Sin 
embargo, como consecuencia de esta elevada sensibilidad, una vez 
instaurado el tratamiento con antivirales, la PCR puede continuar 
siendo positiva aun cuando la replicacion de CMV haya disminui- 
do o cesado debido al tratamiento antiviral (antigenemia pp 65 y 
viremia negativas). Por lo tanto, la PCR directa cualitativa no seria 
util en el seguimiento de la terapia antiviral postrasplante. En estos 
casos es muy util determinar la carga viral por ensayos moleculares 
cuantitativos. 

8. Epidemiologia y prevencion 

El hombre es el unico reservorio del CMV humano y la transmision 
ocurre por contacto directo con secreciones infectadas. La infec- 
cion es mas frecuente en paises en vias de desarrollo o en areas de 
bajo nivel socioeconomico y escasa higiene. Los numerosos estu- 
dios de seroprevalencia realizados han demostrado que el 40-90% 
de adultos en paises desarrollados presenta anticuerpos, mientras 
que el 100% de pobladores de areas en vias de desarrollo es sero- 
positiva. Los pacientes homosexuales son habitualmente positivos 
en un 100% de los casos. 

La adquisicion del CMV durante la infancia se incrementa a 
medida que aumenta la edad, y al llegar a la pubertad el 20% de los 
ninos son seropositivos. 

Dos estudios sobre seroprevalencia de anticuerpos anti-CMV 
realizados en Argentina en ninos de la ciudad de Buenos Aires han 
demostrado que la aparicion de anticuerpos anti-CMV se detecta 
principalmente entre los 4 y 6 anos de edad. Se ha observado que 
la seroprevalencia de anticuerpos en sangre del cordon es muy di- 
ferente de acuerdo con el nivel socioeconomico de la poblacion 
(95% en la de bajo nivel y solo 55% en la de medio o alto nivel) 
(Tabla 23.4.8). El hecho de que aproximadamente la mitad de esta 
ultima poblacion carece de anticuerpos, implica un alto riesgo de 
primoinfeccion de la madre durante futuros embarazos. Por ello, 
se recomienda el estudio del estado inmune antes de la prenez y, 
si la madre es seronegativa, el seguimiento serologico durante el 
embarazo. 

Prevencion 

La prevencion de la infeccion por CMV es dificil dadas sus formas 
de transmision. En el caso de embarazadas seronegativas se reco- 
miendan medidas de higiene para evitar la exposition, aunque esto 
resulta muy dificultoso en el ambito familiar o escolar donde exis- 
ten ninos. En caso de necesidad de transfusiones o trasplantes se 
recomienda emplear sangre u organos seronegativos para pacientes 
virgenes de infeccion, lo que resulta dificil dada la alta prevalencia 
de anticuerpos anti-CMV en la poblacion. La prevencion en pacien- 
tes con trasplantes se analiza en detalle en el capitulo 45. 
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Grupo 

+/total 

% 

Media del titulo 

Sangre de cordon 

48/87 

55 

2,2 


p<0,001 



ninos de 1-6 anos 

49/54 

90 

5,2 


p<0,001 



ninos 6-15 anos 

39/66 

59 

3,5 





Total 

96/207 

46,3 



Tabla 23.4.8. Seroprevalencia de anticuerpos IgG anti-citomegalovirus en una poblacion pediatrica de Buenos Ai- 
res. Damilano G; Carballal G. y colaboradores. Prevalence of anti-cytomegalovirus antibodies in a children population of Bs. 
As. Medicina, 52, 1992. 


Nombre 

Tipo 

Poblacion en estudio 

AD 169 

Virus vivo y atenuado (en desuso) 


Towne 

Virus vivo y atenuado 

Trasplantados, ninos, mujeres 

Quimerica 

Towne= cepa salvaje Towne / 

Toledo (recombinante) 

Adultos seropositivos 

Asubunidades 

Glicoproteina gB de origen recombinante 

Mujeres fertiles, (supero la fase ll # ) 

ALVAC 

Canarypox*/con gen de pp65 o de gB 

Adultos seropositivos (en fase 1) 

ALVAC - gB 

Canarypox seguido por glicoproteina gB 

Adultos seropositivos 

DNA 

Plasmido 

En fase 1 en adultos sanos 

Vacunas evaluadas en modelos preclfnicos 


Peptidos 

Peptidos sinteticos incorporados en un 
epitope de T helper 


Particulas 

Cuerpos densos (no infecciosos) 

Seronegativos 


Tabla 23.4.9. Ensayos clinicos de vacunas experimentales para CMV. Adaptado de Schleiss M, "Progress in Cytomega- 
lovirus Vaccine Development'. HERPES 2005; 12,3:66. * Poxvirus que infecta productivamente ciertas aves, pero en forma 
abortiva celulas de mamifero, por lo que se comporta como un virus atenuado para el hombre, siendo utilizado como vector 
de expresion -porejemplo- de pp65 o de gB. # Pass RF, et al. N Eng J Med 2009; 360: 1191-99. 


9. Vacunas en desarrollo para citomecalovirus 

Se han realizado numerosos esfuerzos en las ultimas tres decadas 
para desarrollar vacunas para CMV (Tabla 23.4.9). Sin embargo, 
a pesar de los avances, ninguna ha sido aun licenciada para uso 
masivo. Ademas, se estan estudiando los beneficios terapeuticos 
de la reconstitucion inmune en pacientes con trasplante y algunos 
autores sugieren que un enfoque mas realista seria prevenir la en- 
fermedad por CMV, mas que la infeccion. 

La vacuna para CMV es necesaria para: a) prevencion de la infec- 
cion congenita, lo que se podria lograr con la vacunacion de mujeres en 
edad fertil; b) prevencion de la primoinfeccion en adultos inmunosupri- 
midos; 3) prevencion de la reactivacion en adultos irmiunosuprimidos. 

La vacunacion de donantes de medula osea y/o de organos 
solidos, asf como la vacunacion del receptor pre- o postrasplante, 
combinado con inmunizacion pasiva, beneficiarian a estos pa- 
cientes. 

10. Tratamiento 

Antivirales 

El ganciclovir y el foscamet son efectivos contra CMV, aunque pre- 
sentan efectos adversos graves. El ganciclovir es la droga de election. 
Es un analogo de la desoxiguanosina, similar al aciclovir, pero difiere 
por la presencia de un gmpo hidroximetilo. Es efectivo en las infec- 


ciones activas por CMV en pacientes con trasplante o con HIV/SID A, 
pero esta contraindicado durante el embarazo debido a su toxicidad. 

El efecto adverso mas importante del ganciclovir es la neutro- 
penia, y tambien cabe citar la neurotoxicidad, la eruption cutanea 
y la anemia. 

Para que el ganciclovir actue se requiere de la fosforilacion 
inicial por una fosfotransferasa viral codificada por el gen UL 97. 

El foscarnet es otra alternativa, aunque es nefrotoxico. Esta 
droga no requiere de una fosforilacion previa y bloquea la DNA 
polimerasa viral. 

Respecto de las dosis, vias de administration e indicaciones del 
ganciclovir y el foscarnet, remitimos al lector al capitulo 45. 

Inmunoterapia adoptiva 

Recientemente se han desarrollado metodos para expandir clones de 
linfocitos CD8 + especificos para CMV. La inmunizacion adoptiva 
con estas celulas con actividad contra el virus es otra posibilidad 
terapeutica que, aunque de compleja realization, esta en estudio en 
pacientes inmunosuprimidos. 

11. Resistencia a antivirales y ensayos de deteccion 

El empleo de drogas antivirales por periodos prolongados ha lle- 
vado a la aparicion de cepas de CMV resistentes a los mismos. 
En pacientes inmunocomprometidos, particularmente en pacien- 
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tes con HIV que reciben tratamientos prolongados para la retinitis 
por CMV, se ha reportado la aparicion de cepas de CMV con re- 
sistencia al ganciclovir. Asimismo, se han aislado cepas resisten- 
tes en trasplantados de medula osea, de organo solido y pacientes 
oncologicos. 

Dos son los genes involucrados en la resistencia a ganciclovir, 
el UL97 que codifica para la fosfotransferasa, que fosforila y activa 
al ganciclovir y el UL54 para la DNA polimerasa viral. 

Las mutaciones mas frecuentes en el gen UL97 estan en los 
codones 460, 520, 591, 595 y 607. La resistencia a foscarnet se 
produce por mutaciones en la DNA polimerasa viral y tambien dan 
resistencia para el ganciclovir. Las mutaciones suelen aparecer den- 
tro de los tres meses de tratamiento con ganciclovir y se mantienen 
estables por largos perfodos. 

Se han desarrollado dos ensayos para determinar la presencia 
de cepas de CMV resistentes en los pacientes: 
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23.5 

Herpesvirus humano 6 (HHV-6) y herpesvirus humano 
7 (HHV-7) 

Beatriz I. Livellara 


1. Introduccioiu 

El virus Herpes humano 6 (HHV-6) -otro miembro de la familia 
Herpesviridae- es el agente causal del exantema subito. Es con- 
siderado en la actualidad un patogeno emergente en la poblacion 
de individuos inmunocomprometidos, principalmente en tras- 
plantados y en pacientes con SID A. Salahuddin y colaboradores 
descubrieron el HHV-6 en 1986 a partir de linfocitos de sangre 
periferica de pacientes infectados con HIV o afectados por sin- 
dromes linfoproliferativos. En 1988 Yamanishi y colaboradores 
describieron la asociacion entre el HHV-6 con el exantema subi- 
to, tambien conocido como roseola infantum o sexta enfermedad 
exantematica. En 1991 se describieron dos variantes genetica- 
mente distintas, la variante A (HHV-6A) y la B (HHV-6B), con 
diferencias antigenicas, en el tropismo celular, en su distribucion 
geografica y en las manifestaciones clinicas respectivamente aso- 
ciadas. La variante B es el agente etiologico del exantema subito. 

El HHV-6 se considera un virus ubicuo, que infecta a casi 
todos los ninos menores de dos anos (con un pico de incidencia 
entre los 6 y 9 meses de edad); al igual que otros herpesvirus, se 
mantiene en estado de latencia y es capaz de reactivarse tanto en 
pacientes inmunocompetentes como en inmunocomprometidos. 
El HHV-6A no ha sido asociado claramente con enfermedad al- 
guna. Se cree que la infeccion primaria con HHV-6A ocurre en la 
ninez o durante la adolescencia y la infeccion puede presentarse 
sin sintomas (Figura 23.5.1). 

El HHV-7 fue descrito en 1990 por Frenkel y colaboradores 
a partir de linfocitos activados T CD4 + de un adulto sano. Poste- 
riormente, se aislo este virus a partir de muestras de saliva y de 
linfocitos T con fenotipo CD4 + y CD8 + de individuos sanos. El 
HHV-7 es un virus muy relacionado con ambas variantes del HHV- 
6, compartiendo propiedades moleculares y biologicas. 

2. Biologia 

2.1 Morfologi'a 

Las variantes del HHV-6 comparten la morfologia comun a todos 
los herpesvirus: a) una nucleocapside con simetria icosaedrica y 
un diametro de 90 a 110 nm, que contiene el DNA viral; b) una 


envoltura con glicoproteinas; y c) el tegumento consistente en una 
mezcla de proteinas que ocupan el espacio entre la nucleocapside 
y la envoltura. El virion mide aproximadamente 150 a 200 nm. La 
estructura del virion del HHV-7 es similar. 


El genoma del HHV-6 es lineal, bicatenario, habiendo sido se- 
cuenciados completamente el de las dos variantes. Su extension 
nucleotidica es de 160-162 kb presentando una region unica "U" 
de 143-144 kb donde se encuentran los marcos abiertos de lectura 
( open reading frames: ORFs). La region esta flanqueada por se- 
cuencias terminales directamente repetitivas (DR: direct repeats ) 
e interrumpida por tres regiones intermedias denominadas Rl, R2 
y R3 (Figura 23.5.2). Las DR son reiteraciones de hexanucleoti- 
dos (GGGTTA) n , secuencias similares a las presentes en los telo- 
meros de los cromosomas de los mamiferos. Se postula que estas 
secuencias desempenan un papel importante en la replication y 
mantencion del genoma viral en estado de latencia en las celulas 
infectadas. 

Los genes de la region U se denominan U1 - U100 y los ORFs jssffss 
dentro de las DR son designados como DR1 - DR7. El HHV-6B | jfj 
contiene 119 ORFs y 97 genes unicos y el HHV-6A presenta 110 
ORFs. Los 9 ORFs de diferencia entre HHV-6B y el HHV-6A son 
abreviados como B1 al B9. El genoma incluye 100 genes, 40 de 
los cuales son homologos a los de otros miembros de la familia 
Herpesviridae. Muchos de estos genes codifican proteinas estruc- 
turales o proteinas que estan implicadas en el ciclo litico del virus. 

Algunos genes estan tambien representados en otros miembros de 
la subfamilia Betaherpesvirinae (incluyendo al Citomegalovirus 
humano [HCMV]), mientras que unos pocos genes son especifi- 
cos del genero Roseolovirus (variantes del HHV-6, y HHV-7). Un 
unico gen, el U94 -comun al HHV-6A y HHV-6B- y ausente en el 
HHV-7, es homologo al gen codificante de la proteina no estructu- 
ral NS1 del parvovirus humano B 19. 

Variation intercepas. Las variantes de HHV-6 comparten un 
elevado grado de homologia nucleotidica (95-99%). El mayor gra- 
do de divergencia se ubica en la region IE- 1 (genes U86 al U95, ex- 
cepto el U94) que las diferencia en sus propiedades biologicas (por 
ejemplo, el tropismo celular in vitro, la expresion de los genes y los 


2.2 Genoma 


HHV6-A 

AdultOS 


HHV6-B 

Ninos 


Infeccion viral 
* con o sin sintomatologfa 



Latencia 

/ 

^ Roseola o asintomaticos 


-> Reactivacion 


& 


Latencia 



Infeccion cronica 

Enfermedad 


Figura 23.5.1. Ciclo biologico del HHV-6. 
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Figura 23.5.2. Representacion esquematica de la organization del genoma del HHV-6. Las regiones genomicas repe- 
tidas (DR l , DR r , R1, R2 y R3) se esquematizan con recuadros; las regiones telomericas T1 y T2 se indican con una barra 
verde y la region UR por una linea continua. DR L y DR r : region repetida izquierda y derecha, respectivamente; R1 , R2 y R3: 
regiones repetidas intermedias; UR: region con secuencia unica. Ori: sitio de origen de la replicacion en el ciclo litico. Las 
regiones codificantes de proteinas estan representadas por flechas abiertas y estan numeradas DRl , DR2, DR3, DR6, DR7, 
DR8, DRHN1 y DRHN2 dentro de las regiones repetidas directas, designandose HN1, HN2, HN3, y U1 a U100 (excluyendo 
U78, U88, U92 y U96) dentro de la region UR. Las regiones sombreadas en amarillo corresponden a la familia de genes 
US22 (DRl , DR2, DR6, DR7, U2, U3, U7, U8, U16, U25, y U95) semejantes a los observados como transactivadores en el 
genoma del HCMV. GCR: receptor acoplado a proteina G. Ig: superfamilia de Inmunoglobulinas. RR: subunidad grande de 
la ribonucleotido reductasa. mCP: proteina menorde la capside. CA: Proteina de ensamblaje de la capside. Teg: proteina 
del tegumento. Pol: DNApolimerasa. Tp: proteina de transporte. mDBP: proteina principal de union al DNAde cadena unica. 
TA: transactivador conservado entre los herpesvirus. dUT: dUTPasa. PT: fosfotransferasa. Exo: exonucleasa. OBP: proteina 
de union al origen. Hel: helicasa. UDg: uracil DNAglicosilasa. Che: quimioquina. AAV rep: proteina homologa a la de repli- 
cacion del virus asociado a Adenovirus. IE1 e IE2: regiones inmediato-tempranas 1 y 2, respectivamente. Reproducida de 
Isegawa Y et al. con autorizacion. Journal of Virology, 1 999, 73: 8053-63. 


diferentes modelos de corte y empalme del genoma [splicing], la 
reactividad a los anticuerpos monoclonales, etc.), su distribucion 
tisular, y en algunos casos, la correlacion con ciertas patologfas. 

Otro factor de diferencia fenotfpica se ubica en la region U97 
- U100, que codifica glicoprotelnas de envoltura del virion, el com- 
plejo gp82-gpl05 que solo se encuentra en un gen del HHV-6A 
designado NH3. La proteina resultante contiene epitopes de neu- 
tralization variante-especificos, como es el producto de 80-kDa 
del gen U100, denominado gQ involucrado en la union al receptor 
CD46 y la subsiguiente fusion a la membrana. Divergencias en esta 
region podrfan contribuir al diferente tropismo de las variantes A 
yB. 

El genoma del HHV-7 es mas compacto que el del HHV-6 y su 
longitud es de 145 kb. El genoma esta flanqueado por secuencias 
nucleotidicas que se asemejan a las de los telomeros de los verte- 
brados. 

Cada gen del HHV-7 tiene homologfa en el HHV-6. La similitud 
en las secuencias de aminoacidos entre las variantes del HHV-6 y el 
HHV-7 oscila entre el 22 y el 75%, aunque con la mayoria de los genes 
la identidad varia entre un 40 a un 60%. 

3. Taxonomi'a 

El HHV-6A, el HHV-6B y el HHV-7 pertenecen al genero 
Roseolovirus. Junto con el Citomegalovirus humano integran la 
subfamilia Betaherpesvirinae dentro de la familia Heipesviridae. 


La inclusion de los ocho herpesvirus humanos hasta la fecha cono- 
cidos dentro de alguna de las tres subfamilias ( Alfaherpesvirinae , 
Betaherpesviriane o Gammaherpesvirinae ) se basa en el analisis 
de su secuencia genomica. 

4. Ciclo replicativo 

Las variantes A y B del HHV-6 interactuan con el receptor CD46, 
glicoprotema presente en la membrana de celulas nucleadas y fisio- 
logicamente relacionada con la regulation del sistema del comple- 
mento (la ausencia de CD46 toma a las celulas pasibles del ataque 
litico mediado por dicho sistema). Esto explica el amplio tropismo 
celular de este virus, aunque el mismo esta restringido a un deter- 
minado hospedador-especie. CD46 esta asociada a la estructura de 
viriones purificados de HHV-6. Dicha molecula tambien actua como 
receptor para la cepa atenuada vacunal Edmonston del virus saram- 
pion, aunque la interaction con estos dos virus ocurre a traves de 
diferentes dominios de CD46. Se ha determinado que el complejo 
de glicoprotelnas gH-gL-gQ (codificadas por los genes U48, U82 
y U100, respectivamente) sirve como ligando viral para el CD46. 
El gH es el factor responsable de la union a las secuencias cortas 
de dominio repetitivos SCR2 y SCR3 de CD46. La gB del HHV-6 
(codificada por el gen U39) esta implicada en el proceso de fusion, 
aunque aun no se conoce su mecanismo. El proceso de replicacion 
viral es muy similar al del HSV-1 y del citomegalovirus humano. 
Un ciclo replicativo se extiende durante aproximadamente 72 horas. 
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5. Tropismo celular 

Inicialmente al HH V-6 se lo denomino (erroneamente) "Herpesvirus 
Linfotropico B" debido a que se postulaba que replicaba en los 
linfocitos B. Actualmente, se reconoce que los linfocitos T CD4 + 
activados son las celulas diana de la infeccion para las dos varian- 
tes. Su habilidad difiere en el modo en que ellas pueden replicar 
en lfneas celulares de linfocitos T transformados. Las celulas NK, 
los linfocitos T CD8 + y los linfocitos y8 permiten la infeccion por 
el HHV-6. 

El HHV-6 esta caracterizado por un amplio tropismo por dife- 
rentes tipos de celulas humanas (que expresan el receptor CD46), 
tales como mononucleares, fibroblastos, celulas dendriticas, hepa- 
tocitos, celulas renales, celulas de glandulas salivales y bronquia- 
les, celulas epiteliales de cuello uterino, celulas endoteliales, astro- 
citos fetales, oligodendrocitos y microglia, ademas de las celulas 
progenitoras de la medula osea. 

El HHV-6 bloquea la diferenciacion de macrofagos desde las 
progenitoras de medula osea y disminuye in vitro la formation de 
colonias de progenitoras de granulocitos / macrofagos, y de la serie 
eritroide. 

Al igual que el HHV-6, el HHV-7 utiliza como receptor celular 
in vitro a la molecula CD4 ; sin embargo, in vivo se han detectado 
otras celulas CD4' que expresan el HHV-7 en pulmon, piel, glandu- 
las mamarias, hfgado, rinon, amfgdalas, apendice y cuello uterino. 
Se ha detectado DNA del HHV-7 en tejido cerebral de adultos sa- 
nos, pero con menor frecuencia que en las infecciones por HHV-6. 

6. Epidemiologi'a 

Los reportes de seroprevalencia para el HHV-6 difieren de acuerdo 
al numero de variables estudiadas, tales como: a) diferencias de 
sensibilidad e interpretation de los ensayos serologicos; b) reac- 
ciones cruzadas de ciertos anticuerpos con antfgenos de HHV-6 
y HHV-7 utilizados en pruebas de inmunofluorescencia; y c) va- 
riaciones geograficas. La seroprevalencia de ambas variantes del 
HHV-6 en la poblacion adulta se estima que es mayor al 95% en 
los pafses desarrollados. El HHV-6 se encuentra ampliamente dis- 
tribuido en el mundo, con diferencias geograficas de prevalencia 
que oscilan entre el 70 y 100%. Los estudios brindan escasa infor- 
mation sobre el tipo de infeccion que producen las variantes; sin 
embargo, se cree que la mayoria de las infecciones sintomaticas en 
individuos inmunocompetentes son debidas al HHV-6B (asociadas 
al exantema subito), mientras que el HHV-6A produce mayor nu- 
mero de infecciones en individuos inmunocomprometidos, obser- 
vandose manifestaciones neurologicas. 

La seroprevalencia del HHV-7 en adultos varia entre el 60- 
90%. La infeccion se adquiere en los primeros anos de vida, gene- 
ralmente luego de la infeccion por el HHV-6-B. Aunque el HHV-7 
es mas eficiente en su transmision, se desconoce la razon por la 
cual los ninos se infectan habitualmente antes con HHV-6B. 

7. Transmision 

La deteccion en saliva y glandulas salivales del DNA del HHV-6B 
sugiere que estas ultimas son el sitio potencial de persistencia del 
HHV-6 y que la saliva es el vehiculo implicado en la transmision 
(sobre todo de adultos a ninos o entre infantes). Se ha sugerido 
la existencia de transmision matemo-fetal intrauterina (1-2%), de- 
biendose considerar tambien la transmision iatrogenica (a traves de 
la sangre, medula oseay organos trasplantados). El HHV-6Aes de- 
tectado comunmente en la piel, lo cual sugiere que el virus podrfa 
ser transmitido por contacto directo. Esta rata tambien serfa posible 
para el HHV-6B. Ademas, el HHV-6 puede ser transmitido gene- 
ticamente a traves de la integracion cercana a los telomeros del 
cromosoma 1 . La integracion en la vecindad de los telomeros pue- 
de estar relacionada con la presencia de secuencias nucleotfdicas 
similares a las telomericas en los extremos del genoma del HHV-6. 
Tras la infeccion primaria, el genoma viral persiste en las celulas 


mononucleares de sangre periferica (monocitos) y en las progeni- 
toras de la medula osea, ademas de las glandulas salivales, pudien- 
dose detectar habitualmente el DNA del HHV-6 en saliva mediante 
PCR. El DNA del HHV-6 tambien ha podido detectarse en el LCR 
de ninos, durante y luego de la primoinfeccion, asf como en el te- 
jido cerebral de adultos inmunocompetentes, lo que implica que el 
SNC puede considerarse un lugar adicional para la persistencia de 
dicho virus. De estos datos, se infiere que la persistencia del HHV- 
6 involucra dos estados, uno de verdadera latencia en monocitos 
(sin production de virus infecciosos) y otro, con bajo nivel de re- 
plication, en glandulas salivales y cerebro. 

Por haberse aislado a partir de muestras de saliva en un 75% de 
individuos seropositivos para HHV-7, se supone que dicho fluido 
participa tambien en la transmision de este agente. 

8. Aspectos cli'nicos y patogenesis 

La infeccion por el HHV-6A y HHV-6B y su asociacion con las 
manifestaciones clinicas es diferente segun se trate de pacientes 
inmunocompetentes o inmunodeprimidos, y tambien de acuerdo 
a su edad. 

Infeccion primaria. El HHV-6 causa un cuadro febril agu- 
do en ninos de hasta un ano con temperatures elevadas (mayor 
o igual a 40° C) por lo rnenos durante 3 dias (en algunos casos 
hasta 7), tras lo cual disminuye en forma espontanea. En un redu- 
cido porcentaje (17% - 20%) aparecen las manifestaciones tipicas 
del exantema subito (fiebre y posterior desarrollo de un eritema 
cutaneo, con normalization de la temperature) o rash en tronco, 
rodillas y rostro. Es un cuadro autolimitado. Las complicaciones 
son poco frecuentes, representadas principalmente por la inva- 
sion viral al SNC con aparicion de convulsiones febriles (13%) 
o de otros organos como hfgado, rinones y pulmones, los cuales 
representan un sitio potencial de latencia y reactivation. Pueden 
aparecer mialgias, inflamacion de las membranas timpanicas, sin- 
tomas gastricos y respiratorios, raramente complicaciones tales 
como hepatitis, artritis, encefalitis y sfndrome hemofagocftico. 
La infeccion primaria en el adulto inmunocompetente es mas 
rare, manifestandose como una enfermedad febril sin caracterfs- 
ticas especiales, o como un sfndrome mononucleosiforme con 
marcadores serologicos negativos para citomegalovirus huma- 
no y virus Epstein-Barr. Puede aparecer eritema cutaneo, hepa- 
titis y linfocitosis atipica. Tambien se ha descrito la reactivation 
del HHV-6 en pacientes adultas inmunocompetentes durante la 
gestation y en periodos de alguna enfermedad critica (varian- 
te HHV-6A). La infeccion por el HHV-6 se asocia con muchos 
otros cuadros clfnicos, en los que solo hay evidencia de asocia- 
cion, pero sin confirmation de que el HHV-6 sea el agente etio- 
logico, como la esclerosis multiple, la paralisis de Bell, algunos 
sindromes linfoproliferativos (incluyendo linfomas Hodgkin, no- 
Hodgkin y leucemia linfoblastica) y el sindrome de fatiga cronica. 
En individuos inmunocomprometidos el HHV-6 se reactiva 
comunmente en pacientes infectados por el HIV, siendo la neu- 
monitis y la encefalitis las manifestaciones mas frecuentes. Aun- 
que es conocido el efecto que el HHV-6 tiene sobre la replica- 
tion del HIV in vitro, clinicamente no existe evidencia directa 
de progresion de la enfermedad por HIV debido a la replication 
del HHV-6, excepto, tal vez, en los casos de transmision vertical. 
La incidencia de infeccion por el HHV-6 en pacientes trasplanta- 
dos varfa segun la metodologfa usada para el diagnostico. Se ha so- 
brestimado la incidencia de la infeccion activa cuando su diagnos- 
tico se baso en la deteccion de DNA por PCR o el cultivo del virus 
a partir de muestras de orina y saliva, resultantes de la elimination 
del virus durante la infection persistente, fenomeno que es muy co- 
mun entre los herpesvirus incluyendo al citomegalovirus humano. 
La deteccion de DNA de HHV-6 y el cultivo a partir de muestras de 
sangre, se correlaciona mas con la infeccion activa por el HHV-6. 
Esto lleva a plantearse la conveniencia de un monitoreo mediante 
PCR en sangre, plasma o suero en los pacientes trasplantados. El 
tipo de trasplante tambien influye, con incidencias medias del 48% 
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(28-75 %) en los trasplantados de medula osea y del 32% (0%- 
82%) en los de organo solido. En la mayoria de los casos, las infec- 
ciones post-trasplante son debidas a la reactivacion de la variante 
HHV-6B, aunque tambien se han descrito casos de primoinfeccion 
o sobreinfeccion (con una cepa distinta a la del receptor) debidos 
a la transmision del virus a partir del organo del donante. Sin em- 
bargo, la asociacion entre infeccion acdva y sintomatologfa clrnica 
no esta totalmente establecida. En el caso de trasplante de medula, 
la asociacion es mas evidente entre la reactivacion y la aparicion 
de fiebre sin focalizacion y encefalitis, y tambien se ha descrito la 
asociacion con leucopenia y eritema cutaneo inespecifico. La neu- 
monitis intersticial parece ser mas frecuente en el trasplante de me- 
dula y la hepatitis en el de higado. Tambien en trasplante de medula 
puede aparecer encefalitis, con correlacion entre la deteccion de 
DNA del E1HV-6 en el LCR y la presencia de sintomas de encefalo- 
patla, al igual que la supresion idiopatica de medula. Se ha descrito 
que la infeccion por el HHV-6A induce la aparicion de una for- 
ma mas grave de supresion medular en el periodo post-trasplante. 
En cuanto a la relation entre infeccion activa por el HHV-6 y el 
HCMV, es posible la modification de la historia natural de la infec- 
cion por este ultimo en los pacientes trasplantados; asi, se ha docu- 
mentado que existe correlacion entre la cantidad de DNA de HHV- 
6 en sangre y la presencia de enfermedad por E1CMV. Inclusive, 
algunos autores indican que la evidencia serologica de infeccion 
por el HHV-6 es un buen marcador subrogante de enfermedad por 
HCMV. Por esta razon, en la literatura se ha utilizado el termino 
smdrome por beta herpesvirus. 

El HHV-7 se considera el agente etiologico de un 10% de los 
casos de roseola infantum , con sintomas similares a los produci- 
dos por la variante HHV-6B. Las complicaciones neurologicas, 
como convulsiones febriles, aparecen en el 50 % de las infecciones 
primarias, sin signos de exantema subito clasico. En raras ocasio- 
nes se presentan manifestaciones mas graves, como encefalitis y 
hemiplejia. Recientemente, se ha propuesto que la pitiriasis ro- 
sea (o pitiriasis rosada de Gibert) podria ser una reactivacion del 
HHV-7, aunque ello no ha sido definitivamente establecido aun. 
La incidencia de la infeccion por HHV-7 en trasplantados de medu- 
la osea oscila en tomo al 55%, y entre el 0 al 46% en trasplantados 
renales. La mayoria de la infecciones parecen producirse por reac- 
tivacion. Sin embargo, se han descrito casos de infeccion primaria 
en receptores seronegativos a partir de donantes seropositivos, y 
tambien pueden producirse sobreinfecciones por esta via. El pico 
de actividad de la infeccion por HHV-7 ocurre alrededor del se- 
gundo mes post-trasplante, lo que precede a la normal aparicion de 
la enfermedad por HCMV en dos a cuatro semanas. Se cree que el 
riesgo relativo de enfermedad por HCMV es mayor cuando coexis- 
te infeccion por HHV-7. Las manifestaciones clinicas directas de 
la infeccion por HHV-7 en trasplantados incluyen el smdrome fe- 
bril inespecifico asociado a citopenias que a veces, se ha atribuido 
erroneamente a reactivacion del HCMV. Quizas mas importantes 
sean sus posibles efectos indirectos, los cuales pueden resultar de 
la activation de fenomenos inmunologicos o de transactivacion de 
otros virus, e incluyen, fundamentalmente, una mayor frecuencia 
de enfermedad por HCMV, o manifestaciones mas graves de la en- 
fermedad producida por este, y una asociacion con el rechazo o 
disfimcion del injerto. 


9. Terapia antiviral 


La infeccion por el HHV-6 en nifios inmunocompetentes es fre- 
cuentemente autolimitada y no requiere terapia antiviral especlfica. 
En pacientes inmunodeprimidos, con sindromes organicos espe- 
cificos, tales como la encefalitis, serfa necesario implementar un 
tratamiento especifico. Se necesita un mayor numero de estudios 
para conocer si la eficacia de la terapia preventiva iniciada cuando 
se detecta una elevation de la carga viral, es una estrategia valida 
para prevenir los efectos indirectos, tales como la reactivacion por 
HCMV o el rechazo al injerto en pacientes trasplantados. 

Los antivirales ganciclovir, foscarnet y cidofovir son activos 


frente al HHV-6 in vitro , mientras el cidofovir tiene la mejor acti- 
vidad inhibitoria in vitro. El ganciclovir y el foscarnet son activos 
frente a las dos variantes del HHV-6, aunque con el ganciclovir se 
requiere una dosis mayor para el HHV-6B. En cuanto a la resis- 
tencia a los antivirales, se han descrito mutaciones puntuales en 
la region UL69, homologa de UL97 del HCMV humano, que se 
asocian con la diminution de la sensibilidad in vitro y con la ex- 
position prolongada al ganciclovir in vivo. Se trata de una mutante 
obtenida por pasajes seriados in vitro con concentraciones crecien- 
tes de ganciclovir. Dicha mutante mostro resistencia cruzada al 
ganciclovir y al cidofovir. 

Se han identificado dos mutaciones: una que conduce a la 
sustitucion M3 1 8V en la region UL69 (equivalente a la mutation 
M460I/L de la region UL97 del HCMV humano), y la otra en la 
region de la DNA polimerasa (A961V). Se ha detectado por PCR 
la mutante M3 18V en celulas mononucleares de sangre periferica 
infectadas por HHV-6 en un paciente con SIDA que habia recibido 
tratamiento prolongado con ganciclovir. La forma de deteccion de 
esta mutante es semejante a la descrita para el HCMV. 

No se han definido pautas aceptadas para el tratamiento de las in- 
fecciones por HHV-7. Si bien se acepta que no es necesario tratar las 
infecciones primarias en ninos, no hay consenso respecto a la reco- 
mendacion del tratamiento de las complicaciones neurologicas. En 
cuanto a los cuadros asociados a infeccion por HHV-7 y trasplante, 
algunos autores sugieren tambien tratamiento si hay demostracion de 
infeccion activa mediante: a) aislamiento del virus en sangre, LCR o 
tejidos, b) antigenemia en sangre o medula osea o PCR positiva en 
plasma o suero, LCR o lavado broncoalveolar y c) manifestaciones 
clinicas asociadas a la infeccion por HHV-7. 

El HHV-7 es mas sensible al cidofovir (IC 50 3 pg/ml) y foscar- 
net que a otros antivirales. Este hecho puede ser reflejo de que la 
proteina codificada por el gen UL69 del HHV-7 puede carecer de 
actividad fosfotransferasa, a diferencia del producto de UL97 del 
HCMV. 

10. Diagnostic*) 

Puede realizarse a traves de a) tecnicas de co-cultivo con linfo- 
blastos o celulas de sangre de cordon; b) mediante la deteccion de 
antigenos en las muestras clinicas utilizando anticuerpos monoclo- 
nales, o bien, c) de forma indirecta, mediante la demostracion de 
una seroconversion de anticuerpos de clase IgG y/o mediante la 
deteccion de anticuerpos IgM especlficos (Vease el cuadro 23.5.1). 

La deteccion de la avidez de la IgG tiene un considerable valor 
para distinguir entre una infeccion reciente y una previa, detectan- 
dose anticuerpos de baja avidez durante la infeccion reciente y de 
alta avidez cuando han transcurrido varias semanas de la primoin- 
feccion (al menos 6) y tras las reactivaciones. Una avidez inferior 
al 30% serla indicativa de una infeccion reciente, mientras que si 
es superior al 70% serla sugerente de una infeccion pasada en el 
tiempo. 

El HHV-7 se cultiva en linfocitos de sangre de cordon y ha 
sido adaptado a lineas celulares T como SupTl. El efecto citopa- 
tico es indistinguible del producido por el HHV-6. 

En la actualidad se dispone de ensayos moleculares que son 
mas especificos y mas sensibles: PCR cualitativa (directa 6 nes- 
ted) o PCR en tiempo real (cualitativas o cuantitativas). Dcbido 
a que el HHV6 y el HHV7 son virus que presentan latencia, se 
indica solicitar el estudio de la carga viral por PCR en tiempo real 
cuantitativa en plasma como intento para diferenciar este estadio 
de latencia de la infeccion activa. 

11. Respuesta inmune frente al HHV-6 y al HHV-7 

Tras la primoinfeccion se pueden detectar anticuerpos entre los 
tres y los siete dias post-infection. El pico maximo de production 
de IgM ocurre en la segunda semana, la que puede ser detecta- 
ble hasta dos meses despues de la infeccion. Los anticuerpos IgG 
se elevan a las dos semanas y se mantienen durante toda la vida. 
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Tabla 23.5.1. Diagnostico HHV-6 y HHV-7. 


al menos, en un 90% de los adultos. La reactivacion induce una 
respuesta inmune secundaria, con elevacion de los niveles de an- 
ticuerpos IgG y, raramente, con reaparicion de anticuerpos IgM. 
Dichas reactivaciones se producen en los casos de infeccion por 
otros virus, como por ejemplo en pacientes con infeccion latente 


por el HHV-6 que padecen una infeccion primaria por el HHV- 
7, asf como en los casos de inmunosupresion (trasplantados), 
aunque en estos no suele ir acompanada de una respuesta sero- 
logica detectable. Inclusive, algunos autores han senalado que en 
la infeccion previa por HHV-6 seguida de una infeccion por el 
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HHV-7, se produce respuesta de anticuerpos IgM frente a aquel, 
y no frente al HHV-7. En el caso contrario, es decir, infection 
por HHV-7 previa en el tiempo a la infeccion por el HHV-6, la 
respuesta de anticuerpos IgM se produce frente a ambos virus. 
Frente a las reactivaciones del HHV-6 -y a pesar de la homologia 
entre la glicoprotemas de las especies de la subfamilia Betahepes- 
virinae- se produce un incremento en el tltulo de anticuerpos espe- 
cificos para HCMV y HHV-6, no atribuible a reacciones cruzadas 
entre estos virus. 

El HHV-6 utiliza varias estrategias para evadir o disminuir 
la respuesta inmune. Asl, se ha observado la production de qui- 
mioquinas funcionales y de receptores para dichas moleculas. A 
traves de la expresion de la molecula inmediato-temprana IE-1, 
este virus es capaz de inhibir la expresion del interferon (3 debi- 
do al impedimento de la union de IRF-3 al promotor de dicho 
gen, lo cual favorece la persistencia viral. La inmunosupresion 
es favorecida por la depletion de linfocitos T CD4 + por via de la 
infeccion directa de progenitores intratimicos y por la induction 
de apoptosis. 

12. Oportunidad del muestreo para HHV-6 y HHV-7 
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En determinadas circunstancias es necesario un diagnostico espe- 
cifico para HHV-6 o HHV-7. Algunos ejemplos, se mencionan a 
continuation. 

• En ninos que presentan complicaciones durante la infeccion 
primaria para diferenciar el exantema causado por HHV-6 o HHV-7 
de otras manifestaciones similares (como las causadas por rubeola, 
sarampion o por otras patologias febriles asociadas a exantemas) o 
por reacciones adversas al tratamiento con antibioticos 

• En individuos inmunocomprometidos para determinar posi- 
bles asociaciones entre estos virus y sus manifestaciones clinicas: 
— > Sindrome de inmunodeficiencia 

— > Pacientes tratados con citostaticos y/o corticoides 
— > Neumonia intersticial (trasplante de medula osea) 


— * Casos esporadicos asociados a hepatitis fulminante o sindrome 
hemofagocitico) 

• Para estudios de seroprevalencia 

• En manifestaciones clinicas en las cuales el rol patogenico de 
estos virus genera controversias, tales como en la esclerosis multi- 
ple y el sindrome de la fatiga cronica 

En la infeccion primaria: la deteccion de DNA viral en plasma, 
o una carga virica elevada, son buenos marcadores predictivos. Otros 
autores han establecido que la deteccion de una carga viral elevada 
en celulas mononucleares de sangre periferica, o la combination de 
la presencia del DNA del virus en dichas celulas, en ausencia de 
DNA en saliva, sugiere infeccion primaria. Sin embargo, la detec- 
cion de anticuerpos IgM y/o IgG, siempre teniendo en cuenta los 
problemas de las reacciones cruzadas, es el procedimiento de elec- 
tion por su sencillez y rentabilidad, tanto en ninos como en adultos. 

En la infeccion en pacientes trasplantados: la serologia no 
se considera un procedimiento adecuado para distinguir una in- 
feccion activa respecto a una latente, ni para el monitoreo de este 
tipo de pacientes, ya que si los mismos eran seropositivos con an- 
terioridad al trasplante no suele haber cambios durante la reacti- 
vation, y si eran seronegativos, la inmunosupresion hace que la 
mayorfa de las veces no haya respuesta inmunologica detectable. 
Algunos autores recomiendan el monitoreo periodico mediante 
PCR en la fraction acelular. La aparicion de un aumento de la carga 
virica en los pacientes trasplantados detectada en sangre o -mejor 
aun- en plasma, se asocia no solo con una posible infeccion activa 
para HHV-6 y HHV-7, sino tambien como un marcador de enfer- 
medad por HCMV. De todos modos, hasta el momenta no existe 
un acuerdo unanime en los grupos de trasplante sobre la necesidad 
de llevar a cabo este monitoreo, por lo que la decision de hacerlo 
dependera de las condiciones de cada paciente en particular. 

Nota 

Este capitulo se finalizo en el ano 2008. 
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23.6 

Virus Epstein-Barr (herpesvirus humano 4) 

M. Dolores Fellner- M.AIejandra Picconi 


1. Generalidades 

El virus Epstein-Barr (EBV) o herpesvirus humano 4 (EiHV-4) 
fue descubierto en 1964 por M. A. Epstein e Y. M. Barr, quie- 
nes hallaron partfculas virales en lfneas celulares establecidas en 
cultivo a partir de celulas provenientes de un linfoma de Burkitt, 
convirtiendose asf en el primer virus tumoral humano en ser iden- 
tificado. Posteriormente, el EBV fue asociado con el desarrollo 
de mononucleosis infecciosa cuando se detecta conversion sero- 
logica (mediante el aumento de anticuerpos especificos) en indi- 
viduos que cursaban la primoinfeccion. A partir de ese momenta 
se ha ligado al EBV con numerosas patologfas tanto benignas 
como malignas. 

2. Clasificacion y estructura 

El virus Epstein-Barr pertenece a la familia Herpesviridae, subfa- 
milia gamtnaherpesvirinae, y es el linico herpesvirus humano inte- 
grante del genero lymphocryptovirus. 

Tiene una estructura semejante a los demas herpesvirus. Posee 
una envoltura externa con espiculas glicoproteicas, un tegumento 
proteico, una nucleocapside icosaedrica y un core toroideo de na- 


turaleza proteica al que se enrolla el genoma viral. Dicho genoma 
es a DNA de doble cadena lineal, de 172 kpb aproximadamente y 
fue el primero de los herpesvirus en ser completamente secuen- 
ciado. Se caracteriza por poseer regiones con secuencias unicas y 
regiones con secuencias repetitivas, tanto intemas (IR) como ter- 
minales (TR; Figura 23.6.1). El numero de secuencias repetitivas 
terminales es caracterfstico de cada progenie viral, por lo que su 
homogeneidad o heterogeneidad ha sido utilizada para determinar 
si un grupo de celulas deriva de una misrna celula infectada o de 
progenitores multiples. 


El ciclo de propagation viral ha sido clasificado segun el tipo de 
infeccion, productiva o no productiva, en un estadio de latencia 
(persistencia viral dentro de la celula) y un estadio litico (lisis celu- 
lar con production de viriones). Muestra tropismo principalmente 
por linfocitos B y tambien es capaz de infectar celulas epiteliales. 

La infeccion in vitro en linfocitos humanos primarios es muy tsSS 
eficiente e induce su proliferation en forma continua, lo que da | j 


3. Infeccion viral 

3. 1 In vitro 
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Figura 23.6.1. Genoma del virus Epstein-Barr. A. Forma lineal. Localizacion de los marcos abiertos de lectura de las pro- 
telnas de latencia sobre el mapa de restriccion con la enzima BamHI del genoma prototipico de la linea celular B95-8. Los 
fragmentos de restriccion se denominan secuencialmente de acuerdo al tamano, siendo A el de mayor longitud. Ori P: origen 
de replicacion plasmldica; Ori Lyt: origen de replicacion Utica. B. Forma episomal. Localizacion y transcription de genes de 
latencia. EBNA-LP se transcribe a partir de un numero variable de exones repetitivos de los fragmentos BamHI W. LMP 2 
se compone de multiples exones localizados en ambos extremos de la region repetitiva terminal que se forma durante la 
circularization del DNA lineal para formar el episoma. Cp, Wp, Qp: promotores. 
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B- Infeccion Persistente Region orofarfngea 

☆ amigdalina 



Figura 23.6.2A y 2B. Infeccion en el hospedador natural. 


origen a lineas celulares linfoblastoideas (LCL). Esta capacidad ha 
sido crftica para otorgar al EBV su potencial oncogenico y provee 
el principal modelo de infeccion in vitro. El EBV ingresa al linfo- 
cito B a traves de la union de las glicoproteinas de envoltura gp350 
y gp42 con el receptor del complemento CD21 y una molecula 
E1LA de clase II, respectivamente. Cada celula proveniente de LCL 
transformada por EBV porta generalmente multiples copias extra- 
cromosomicas de episoma viral y expresa en forma constitutiva 
una limitada cantidad de genes virales, que son las denominadas 
protefnas de latencia (latencia tipo III; Tabla 23.6.1). La expresion 
individual de las protelnas de latencia en lineas celulares B huma- 
nas ha permitido demostrar su rol crltico en el proceso de trans- 
formation, a traves de la alteration de la transcription de genes 
celulares y activation constitutiva de vlas de serialization claves 
(p. ej., via de serialization Notch). Se han observado patrones de 


expresion genica viral semejantes a los descriptos in vitro , en dife- 
rentes tipos de celulas B infectadas y en celulas de tumores EBV 
positivos. En las LCL la replication viral es minima o indetectable 
e implica la expresion de genes asociados al ciclo litico que co- 
difican transactivadores (p. ej., BZLF1, BRLF1), enzimas de re- 
plication (p. ej., BALF-5, BARF-1) y proteinas estructurales (p. 
ej., BNRF-1, BLLF-1). Asi, algunas celulas provenientes de LCL 
pueden espontaneamente hacerse pennisivas para la replication 
viral e inclusive ciertas condiciones especlficas de cultivo pueden 
influenciar la frecuencia con la que esto ocurre (medios libres de 
arginina, exposition a ciertas drogas: acido butirico, esteres de for- 
bol, ionoforos, etc.). 

As! como el EBV es capaz de infectar y transformar linfocitos B 
generando un sistema para estudiar dicha interaction, por el contra- 
rio, las celulas epiteliales in vitro son bastante resistentes a la infec- 
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Meses Anos 

Figura 23.6.3. Respuesta serologica al virus Epstein-Barr utilizada en el diagnostico de laboratorio. 


cion con virus libre, observandose una muy baja tasa de infeccion. 
Ademas, la obtencion de lineas celulares EBV positivas a partir de 
tejidos de carcinoma ha sido muy dificultosa debido a que es fre- 
cuente la perdida del genoma viral durante el establecimiento de la 
lfnea celular. Solo se ha logrado la induction del ciclo lltico y una 
tasa de infeccion cuantificable cocultivando monocapas de celulas 
epiteliales con linfocitos infectados con EBV. La via de infeccion 
en celulas epiteliales ocurre por un mecanismo diferente al de los 
linfocitos y todavfa no ha sido bien definido. 

3.2 En el hospedador natural 

A diferencia de la infeccion in vitro , la comprension de la biologfa 
de la infeccion por EBV in vivo es todavfa rudimentaria. Durante 
la infeccion aguda a su hospedador natural (el ser humano) se han 
detectado altos tftulos virales en la region orofarfngea que deriva- 
rfan de la infeccion lftica, ya sea de linfocitos B dispersos en dicha 
mucosa o bien directamente del epitelio orofarfngeo. En este senti- 
do, no ha sido aclarado aun el rol de las celulas epiteliales durante 
la infeccion primaria. A su vez, en amigdalas (y posiblemente en 
otros tejidos linfoideos) se ha observado un gran numero de celulas 
B infectadas con EBV: linfoblastos virgenes expresando una laten- 
cia tipo III (el programa de crecimiento; Tabla 23.6.1), celulas del 
centro germinal y principalmente clones en expansion de linfocitos 
B de memoria. Muchas de estas celulas son eliminadas por la fuerte 
respuesta inmune celular primaria dirigida contra antfgenos de laten- 
cia y lfticos, que logra controlar la infeccion. Sin embargo, algunas 
celulas escaparian a dicha destruction al dejar de expresar antigenos 
y transformarse en celulas B de memoria en reposo portadoras del 
genoma viral (Programa de latencia), generando un reservorio de 
EBV (Figura 23.6.2A). Si bien la subpoblacion linfocitaria predomi- 
nantemente infectada es la de memoria, no se ha esclarecido aun el 
mecanismo de entrada del virus a este tipo celular. Segun el modelo 
propuesto por Thorley-Lawson y col. los linfocitos B virgenes serfan 
el principal bianco de la infeccion por EBV in vivo y dicha infeccion 
conducirfa la transformation de linfocitos B virgenes a memoria, mi- 
metizando el proceso fisiologico de evolution normal del linfocito 
B. Asi, durante el pasaje de una celula B infectada a traves de una 
reaction del centro germinal se ha observado la expresion de un Pro- 


grama restringido (Tabla 23.6.1), pormedio del cual se aseguraria: a) 
la mantencion episomal del genoma viral dentro de la celula debido 
a la expresion de EBNA-1 ( Epstein Bcirr nuclear antigen-1 ); b) el 
rescate de linfocitos infectados hacia el compartimiento de memo- 
ria a traves de la expresion transitoria de LMP-1 ( Latent membrane 
protein-1) y LMP-2, las que reemplazarian las senales provenientes 
de linfocitos T colaboradores (via CD40) y del receptor de antfgeno, 
respectivamente. Sin embargo, en amigdalas de pacientes con mo- 
nonucleosis infecciosa, las celulas B infectadas se localizan en areas 
extrafoliculares (no en centres germinales) y los clones en expansion 
no evidencian hipermutacion somatica en curso. Altemativamente, 
el EBV podria infectar en forma directa, ademas de linfocitos vfrge- 
nes, celulas B de memoria o del centro germinal preexistentes; estas 
no se diferenciarian segun el modelo de Thorley-Lawson y col. y 
serfan eliminadas por una respuesta inmune apropiada. Sin embargo, 
esta hipotesis no explicaria la aparente desaparicion de la poblacion 
de linfoblastos B virgenes infectados. 

A su vez, durante la infeccion primaria circula una gran can- 
tidad de linfocitos B infectados con EBV en sangre periferica 
(hasta el 50%), siendo la gran mayoria linfocitos B memoria en 
reposo (Programa de Latencia). Esto concuerda con el tipo celu- 
lar infectado circulante descrito en portadores sanos, aunque en 
este caso en menor numero. Asf, luego de la infeccion primaria, 
este reservorio serfa mantenido en forma estable a traves de los 
mismos mecanismos fisiologicos que controlan la migration y 
diferenciacion de celulas B de memoria; es decir, el encuentro 
fortuito con su antfgeno reclutarfa a las celulas infectadas hacia 
centres germinales, obteniendose como consecuencia del transito 
a traves del mismo una progenie de linfocitos que pueden recir- 
cular en el poo l de linfocitos de memoria o bien diferenciarse 
a celulas plasmaticas (Figura 23.6.2B). Las celulas plasmaticas 
generadas pueden migrar hacia las mucosas y de esta manera, a 
traves de una infeccion litica, dar origen a viriones; estos pueden 
ser excretados en la region orofaringea y entonces transmitirse 
hacia nuevos individuos, o bien infectar celulas B virgenes del 
mismo hospedador. En este sentido, se ha demostrado que la re- 
plication de EBV en amigdalas se inicia en celulas plasmaticas y 
seria la diferenciacion terminal de celulas B a celulas plasmaticas 
la que inducirfa dicha replication viral. 
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Latencia 0 1 

Latencia I 2 

Latencia II 3 

Latencia III 4 

EBNA 1 

- 

+ 

+ 

+ 

LMP-1 , 2 

- 

- 

+ 

+ 

EBNA 2, 3 a .b.c,LP 

- 

- 

- 

+ 

BARTs 

+ 

+ 

+ 

+ 

EBERs 

+ 

+ 

+ 

+ 


Tabla 23.6.1. Tipos de infeccion latente del virus Epstein-Barr. 

BARTs (BamHI-A rightward transcripts): transcriptos de la region BamHI-A (al menos 16 exones) / EBERs (Epstein-Barr 
virus-encoded small RNAs): transcriptos primarios (son dos: 1 y 2) / EBNA: antigenos nucleares de EBV (son seis: 1, 2, 3A, 
3B, 3C y LP) / LMP: proteina latente de membrana (son tres: 1, 2A, 2B) 

1 1n vivo denominado programa de latencia (latency program). Ej. linfocitos B de memoria en reposo 

2 In vivo denominado programa solo EBNA-1 (EBNA-1 only program). Ej: linfocitos B de memoria en division, linfoma de 
Burkitt, carcinoma gastrico 

3 In vivo denominado programa restringido (default program). Ej. celulas de centra germinal, linfoma de Hodgkin, carcinoma 
nasofaringeo 

4 In vivo denominado programa de crecimiento (growth program). Ej. linfocitos B activados, LCL, linfomas inmunoblasticos 


Tumores asociados 

Subtipo 

Asociacion (%) 

Tipo de Latencia 

Linfoma de Burkitt 

Endemico 

100 

1 


Esporadico 

15-85 



Asociado a SIDA 

30-40 


Linfomas en 

Inmunodeficiencias primarias 

100 

III 

inmunosuprimidos 

DLPT 

>90 



Asociados a SIDA 

>80 


Linfoma de Hodgkin 

Celularidad mixta 

60-80 

II 


Nodular esclerosante 

20-40 


Linfoma T 

Asociado a SH 

100 

I/ll 


Nasal a celulas T y NK 

100 


Carcinoma 

Indiferenciado (OMS tipo III) 

100 

I/ll 

nasofaringeo 

Diferenciados (OMS tipo 1 y II) 

30-100 


Otros carcinomas 

En: estomago, region sinonasal 

100 


indiferenciados tipo 
nasofaringeo* 

En: timo, amigdalas, glandulas 
salivales, piel, pulmon, cervix uterino 

variable 

I/ll 

Carcinoma gastrico 

Adenocarcinomas 

5-15 

I/ll 

Leiomiosarcomas 

En pacientes inmunosuprimidos 

100 

III / ? 


Tabla 23.6.2. Patologias malignas relacionadas al EBV. DLPT: Desordenes linfoproliferativos post-trasplante. SH: Sindro- 
me hemofagocitico. / # Tambien se denominan carcinomas tipo linfoepiteliomas. 
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Deteccion 

Metodologi'a 

Indicador 

Muestra 

Comentarios 

DNA viral 

HIS 

Asociacion 

Tejido fijado 

DNAen tipo celular especifico (sonda BamHI-W) 


RFLP-SB 

Clonalidad 

Tejido 

Discrimina entre infeccion latente y Utica 


PCR cualitativa 

Inmunidad/lnf 1 a 

CMP, SE 

Util en menores de un ano, inmunodeficiencias 



Asociacion 

LCR 

En pacientes con LPSNC y SIDA, inespecifico 


PCR cuantitativa 

React/Riesgo, 

Evolution 

CMP, SE, 

Suero, 

Plasma 

En: TOS y TMO, CNF, LH??, SIDA+linfomas? 

En 1C: mas sensible y especifico que perfil 
serologico 

RNA viral 

HIS-(EBERs) 

Asociacion 

Tejido fijado 

Ensayo de referencia para asignar asociacion 
entre virus y tipo celular 

Perfil genico 

RT-PCR 

NAS BA 

Asociacion con 

enfermedad?; 

Pronostico? 

Tejido 

fresco; 

CMP, SE 

Su utilidad esta actualmente en estudio 

Antigenos virales 
(LMP-1, BZLF-1) 

Inmuno- 

histoquimica 

Asociacion 

Tejido fijado 

En LH, LOV 


Tabla 23.6.3. Metodologi'a directa de deteccion del EBV aplicada al diagnostico de laboratorio. CMP: celulas mo- 
nonucleares perifericas. CNF: carcinoma nasofaringeo. HIS: Hibridacion in situ. 1C: individuos inmunocompetentes. Inf 1 a : 
primoinfeccion. LH: linfoma de Hodgkin. LOV: leucoplasia oral vellosa. LPSNC: linfoma primario del sistema nervioso central. 
React: reactivation. RFLP + SB: analisis del polimorfismo de la longitud de los fragmentos de restriction seguido de hibridacion 
( Southern . blot). SE: sangre entera. TMO: trasplantado de medula osea. TOS: trasplantado de organo solido. 


4. Epidemiolocia 

La infeccion por EBV se halla ampliamente distribuida en todo el 
mundo, con una prevalencia mayor al 95% en la poblacion adulta. La 
infeccion primaria ocurre por lo general durante los primeros anos de 
la vida en fonna asintomatica; cuando dicha primoinfeccion se retrasa 
hasta la adolescencia o edad adulta temprana, situation observada con 
mayor frecuencia en poblaciones desarrolladas, puede presentarse con 
el cuadro cllnico de mononucleosis infecciosa. De la historia natural 
de la infeccion por EBV se desprende que los viriones generados du- 
rante la fase lrtica pueden transmitirse en forma oral a otros individuos 
a traves de secreciones orofarfngeas y tambien puede adquirirse la in- 
feccion por transfusion de sangre o trasplante de organos a traves de 
los linfocitos B infectados. 

El EBV se ha clasificado en dos tipos principales, denominados 
en la actualidad 1 y 2 (originalmente Ay B), en base a polimorfismos 
alelicos observados en un grupo de genes asociados a la latencia. 
Diversos estudios han mostrado que ambos tipos virales circulan en 
todas las regiones estudiadas, con un amplio predominio del tipo 1 
en Europa, America y Asia, mientras que ambos tipos circulanan 
con similar frecuencia en Africa ecuatorial, Nueva Guinea y algunas 
otras regiones. A su vez, el tipo 2 se ha hecho endemico en la pobla- 
cion homosexual. La mayoria de los individuos sanos esta infectada 
con un solo tipo viral, aunque tambien se han informado infecciones 
multiples; estas ultimas son frecuentes en pacientes inmunosupri- 
midos. Tambien se han descrito otros subtipos o variantes virales 
que incluyen diferentes polimorfismos e inclusive recombinaciones 


intratlpicas. Por otra parte, estudios in vitro han mostrado que el tipo 
1 tiene mayor poder transformante que el tipo 2. Sin embargo, no se 
ha logrado relacionar una patologla tumoral asociada a EBV con un 
tipo o subtipo viral particular, siendo su distribution un reflejo de 
diferencias geograficas mas que de asociaciones especificas. 

5. Patologias asociadas 

El EBV ingresa habitualmente por via oral, replica en fauces y se 
excreta a traves de secreciones orofaringeas durante toda la vida, si 
bien es muy alta la concentration en las primeras semanas o meses. 

La infeccion primaria por EBV puede ocasionar el cuadro 
clinico de mononucleosis infecciosa (MI), cuyas caracterfsticas 
clinicas principales incluyen faringitis, fiebre, adenopatias y es- 
plenomegalia. Las mismas reflejarian tres componentes de la en- 
fermedad: a) dano celular debido a virus replicando en la region 
orofaringea; b) linfoproliferacion de celulas B y production de 
citoquinas debido a infeccion latente en linfocitos B (latencia III); 
y c) patologia inmune secundaria a la fuerte respuesta inmunolo- 
gica. Generalmente, es una enfermedad benigna y autolimitada 
que resuelve en 3 a 6 semanas; ocasionalmente, se desarrollan 
algunas complicaciones cardlacas, respiratorias, renales, neuro- 
logicas, o hematologicas, que son rara vez fatales (p. ej., ruptura 
esplenica, obstruction respiratoria). En algunos pocos individuos 
la primoinfeccion puede evolucionar hacia el desarrollo de un 
smdrome hemofagocltico (SH), entidad en la que el principal tipo 
celular infectado con EBV es la poblacion de celulas T (princi- 
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palmente CD8 positivas). La consecuente hiperactivacion de lin- 
focitos T promueve la activation de macrofagos, ademas de una 
desmedida production de citoquinas conduciendo al desarrollo 
de esta patologia. En forma muy poco frecuente algunos pacien- 
tes, especialmente ninos, sufren sfntomas graves de infeccion pri- 
maria que ademas se hacen persistentes o recurrentes; este cuadro 
se denomina infeccion cronica activa por EBV ( CAEBV). Es mas 
comun en Japon y tiene una alta mortalidad asociada en general al 
desarrollo de linfoma, smdrome hemofagocftico o hepatitis fulmi- 
nante. En estos casos se ha hallado ademas de linfocitos B infec- 
tados, linfocitos T CD4 positivos o celulas NK. En los pacientes 
que padecen el smdrome linfoproliferativo ligado al cromosoma 
X, se produce una inhabilidad para controlar la infeccion primaria 
por EBV debido a la alteration de una protelna (SH2D1 A o SAP) 
que interviene en la regulation de senales de transduction nece- 
sarias para activar celulas NK y celulas T. Esta inmunodeficien- 
cia primaria es poco frecuente, afecta varones, por lo general es 
fatal y clfnicamente puede presentarse como una mononucleosis 
infecciosa fatal, un desorden linfoproliferativo, una disgamaglo- 
bulinemia y rara vez, como vasculitis linfocftica sumada a anemia 
aplasica. La leucoplasia oral vellosa (LOV) es una patologia epi- 
telial benigna asociada a EBV, que ocurre en los hordes laterales 
de la lengua en pacientes inmunosuprimidos. Se caracteriza por 
la replicacion de EBV en celulas epiteliales orales, por lo que el 
tratamiento con drogas que inhiben su replicacion resuelve la le- 
sion aunque no elimina la infeccion persistente, ni la recurrencia. 

El EBV tambien se asocia a una variedad de patologfas ma- 
lignas tanto de origen linfoideo como epitelial, como se describe 
en la Tabla 23.6.2. Para que un tumor sea asociado a EBV debe 
demostrarse la presencia del genoma viral en forma de episoma 
monoclonal (sugiriendo que el virus estuvo presente antes de la 
transformation maligna) o de los productos genicos virales en la 
mayorfa de las celulas tumorales. 

6. Diagnostic*) 

6. 1 Metodos indirectos 

6.1.1 Serologia 

El diagnostico de infeccion aguda en pacientes inmunocompeten- 
tes con el cuadro clinico de mononucleosis infecciosa se basa en la 
deteccion de anticuerpos heterofilos y/o anticuerpos especfficos. La 
prueba de Paul-Bunnell, posteriormente modificada por Davidsohn, 
fue el primer ensayo desarrollado para la deteccion de anticuerpos 
heterofilos (aglutinacion de globulos rojos de caballo, luego de la 
absorcion del suero con antlgeno de Forssmann y una emulsion de 
eritrocitos bovinos); actualmente existen otras tecnicas mas rapidas 
y menos laboriosos. Sin embargo, debe tenerse en cuenta que estos 
anticuerpos no siempre aparecen en ninos pequenos y en algunos 
casos pueden persistir meses luego de la primoinfeccion. 

La confirmation diagnostica de primoinfeccion versus infec- 
cion pasada en individuos inmunocompetentes se realiza a traves 
de la deteccion de anticuerpos especfficos, utilizando ensayos de 
inmunofluorescencia (ensayos de referencia) o ELISA. El diagnos- 
tico de infeccion primaria se realiza mediante la deteccion de anti- 
cuerpos IgM contra antlgeno de la capside viral (VCA, viral capsid 
antigen) en ausencia de anticuerpos contra antfgenos nucleares 
(EBNA; Figura 23.6.3). Cabe mencionar que se han descrito re- 
sultados falsos positivos de anticuerpos IgM anti- VC A debido a 
reaction cruzada con otros herpesvirus y tambien en pacientes con 
autoanticuerpos. Por otro lado, el estudio serologico de individuos 
portadores sanos (infeccion no reciente) revela la presencia solo de 
anticuerpos IgG anti-VCAy anti-EBNA. El diagnostico serologi- 
co de reactivacion viral se ha asociado tradicionalmente a la pre- 
sencia de altos tftulos de anticuerpos contra antfgenos tempranos 
(EA; early antigen) en presencia de anticuerpos IgG anti-EBNA 
y ausencia de anticuerpos IgM anti-VCA (Figura 3). Sin embargo, 
varios estudios han reportado la falta de especificidad en el uso de 
anticuerpos IgG anti-EA para el diagnostico de reactivacion viral; 


ademas la respuesta serologica refleja una reactivacion en forma 
retrospectiva y no un evento actual, por lo que la utilidad de este 
patron serologico es limitada o nula. 

El perfil serologico en pacientes con tumores asociados a 
EBV muestra altos tftulos de anticuerpos IgG anti-VCA, e IgG 
anti-EA y una disminucion de los anticuerpos IgG anti-EBNA. 
Dado que el mismo cuadro se observa en pacientes con en- 
fermedades autoinmunes y otras disfunciones inmunologicas, 
la serologia no es especffica para su diagnostico. En el caso 
particular de pacientes con carcinoma nasofarfngeo se observa 
la presencia particular de anticuerpos de clase IgA contra an- 
tfgenos lfticos asociada al cuadro de reactivacion serologica. 
Asi, actualmente se utiliza con exito un panel de pruebas sero- 
logicas para tamizaje de poblaciones de alto riesgo y en casos 
confirmados de carcinoma nasofarfngeo para asignar pronosti- 
co o detectar recafdas. En pacientes inmunosuprimidos la res- 
puesta serologica a EBV es variada, lo que indica que el perfil 
serologico no es un marcador confiable del estatus clinico; en 
este sentido los metodos directos, tales como la deteccion de 
acidos nucleicos o proteinas virales, generan information mas 
fidedigna. 

Por otra parte, estudios de inmunidad celular especffica, tales 
como ensayos de tetrameros (para su deteccion) o Elispot (para 
evaluar su funcionalidad), han mostrado algunos resultados prome- 
tedores en el campo clinico. 

6.2 Metodos directos 

6.2.1 Estudios moleculares 

Los metodos directos de deteccion viral han permitido ligar al 
EBV con una variedad cada vez mayor de enfermedades benig- 
nas y malignas. De esta manera, la deteccion de acidos nuclei- 
cos y los estudios inmunohistoqufmicos permitieron importan- 
tes avances no solo en el conocimiento de la historia natural 
de la infeccion por este virus, sino tambien en el desarrollo de 
nuevas herramientas diagnosticas. Dado que el EBV se halla 
presente en las celulas de tumores asociados, se ha sugerido que 
el virus puede ser usado como marcador tumoral para determi- 
nar la extension de la diseminacion de una enfermedad y para 
el control de su tratamiento. A su vez, pacientes con riesgo de 
desarrollar patologfas malignas asociadas a EBV pueden bene- 
ficiarse a partir de pruebas de tamizaje basadas en la deteccion 
viral. Sin embargo, debe tenerse en cuenta que la mayorfa de 
los individuos se infecta en los primeros anos de la vida y que 
como el EBV persiste de por vida en linfocitos B, tambien pue- 
de ser detectado en portadores sanos. Por lo tanto, es importante 
resolver el problema de la especificidad para poder utilizar un 
determinado ensayo como marcador tumoral. En este sentido, se 
han observado altos niveles circulantes de EBV en la mayorfa 
de los pacientes con linfomas asociados a EBV y carcinoma 
nasofarfngeo en relation a controles adecuados, sugiriendo que 
la medicion de la carga viral puede ser util en el diagnostico 
y monitoreo de estos pacientes. Como ejemplo de aplicacion 
clfnica, merece ser destacada la utilidad del seguimiento de la 
carga viral en pacientes trasplantados como indicador de riesgo 
de desarrollo de DLPT (desorden linfoproliferativo postrans- 
plante), ya que permite a traves de una intervention terapeutica 
oportuna, revertir esta patologia evitando alcanzar el estadio de 
linfoma irreversible; asimismo se correlaciona la disminucion 
de la carga viral con una respuesta favorable al tratamiento apli- 
cado. La Tabla 23.6.3 resume la aplicacion de la metodologia 
directa de deteccion viral utilizados en el diagnostico y monito- 
reo de pacientes con enfermedades relacionadas a EBV. 

6.2.2 Otros 

Cabe mencionar otros ensayos de deteccion directa, tales como la 
microscopia electronica y el cultivo, que si bien no son practicos 
para el uso clinico, permiten detectar, identificar y cuantificar vi- 
riones o linfocitos infectados, y tambien aislar cepas. 
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7. TeRAPEUTICA Y PERSPECTIVAS PARA UNA FUTURA VACUNA 

Se han intentado diversas terapeuticas para el tratamiento de pa- 
cientes con MI, como el uso de inhibidores de la replication viral 
(aciclovir, ganciclovir, foscarnet), inmunomoduladores (corticoi- 
des, IFNa, IL-2), sin haber sido demostrado su beneficio. 

Dado que el EBV se asocia al desarrollo de una variedad de tu- 
mores, la terapeutica se ha focalizado en el diseno de nuevas terapias 
dirigidas contra la presencia del virus en celulas malignas. Entre ellas 
merecen destacarse las siguientes. Inmunoterapia: la infusion de lin- 
focitos T citotoxicos especificos contra antigenos de latencia expan- 
didos in vitro ha demostrado su eficacia en pacientes con smdrome 
linfoproliferativo trasplantados de medula osea y para su profilaxis. 
Terapia genica: aplicada a la expresion de proteinas citotoxicas o in- 
hibitorias selectivamente de celulas de tumores, o a la induction del 
ciclo lftico combinado con terapia antiviral. Terapia farmacoldgica: 
se esta ensayando la aplicacion de agentes demetilantes (5-azacitidi- 
na) capaces de inhibit - la represion de genes inmunogenicos liticos y 
latentes en pacientes con carcinoma nasofarfngeo, linfoma de Hod- 
gkin y linfomas asociados a SIDA. La hidroxiurea, que provoca la 
perdida de episomas virales in vitro, ha demostrado alguna eficacia 
en pacientes con SIDA y linfoma en SNC. Algunas estrategias bus- 
can eliminar la funcion de proteinas individuales utilizando anticuer- 
pos de una sola cadena o RNA anti-sentido. 

Por otra parte, se ha postulado la potencial utilidad de una 
vacuna para prevenir la infection primaria por EBV (y sus can- 
ceres asociados) en adolescentes seronegativos o en ninos que 
seran inmunosuprimidos (trasplante de organos). Asi, una va- 
riedad de vacunas se hallan en ensayos clinicos, siendo la mas 
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avanzada la prueba de una vacuna basada en la utilization de la 
glicoproteina de envoltura gp350 que se halla en fase II de los 
ensayos clinicos. 

8. CONCLUSIONES 

Existe convincente evidencia que relaciona al EBV con un rol sig- 
nificative en la patogenesis de una amplia variedad de tumores. 
Los estudios initiates fueron dirigidos al conocimiento de la epi- 
demiologla de la infection en la poblacion humana y a dilucidar 
la relation entre el EBV y la transformation celular en sistemas 
de cultivo de celulas B. El analisis molecular del virus ha contri- 
buido a la identification de los productos virales relacionados al 
desarrollo de tumores y continua aportando information acerca de 
su interaction con procesos celulares. Actualmente, esta claro que 
los genes virales asociados a la latencia interaccionan no solo con 
celulas B sino que en otros tipos celulares tienen funciones dife- 
rentes y probablemente mas criticas; ademas, se ha reconocido la 
importancia del entomo celular en la determination de la tolerancia 
a la infection y su evolution. 

Si bien la comprension de la interaction virus-hospedador se 
ha incrementado enormemente en la ultima decada, todavla que- 
dan muchas preguntas por responder. Asi, el desaflo actual consiste 
en explorar los mecanismos de action de las proteinas virales que 
contribuyen a la tumorigenesis, de manera de obtener una mejor 
comprension de la biologla de la infection in vivo, desarrollar nue- 
vas terapias para tratar las enfermedades asociadas a EBV y lograr 
una mejor apreciacion de los procesos que llevan al desarrollo de 
canceres en general. 
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Herpesvirus humano 8 (HHV-8) 

Luisa V. Alonio - Celeste Perez 


1. Introduccion 

Han pasado mas de 100 anos desde la description inicial del sarcoma 
de Kaposi (SK) en lesiones cutaneas de adultos de edad avanzada. 
En 1994 Chang y colaboradores detectaron en lesiones de pacientes 
con HIV y con SK, secuencias de DNA viral al que llamaron virus 
Herpes asociado al SK (KSHV). Posterionnente, se demostro que el 
KSHV, tambien conocido como el virus herpes humano 8 (HHV-8), 
era el agente etiologico del SK. Las secuencias de este virus se en- 
cuentran en mas del 90% de las lesiones del SK en todas sus formas 
clmicas. Si bien se lo ha asociado a varias patologfas, hay una con- 
sistente evidencia de su rol como agente causal del linfoma primario 
de efusiones (PEL) y de la enfennedad multicentrica de Castleman. 
A diferencia del resto de los virus herpes, el HHV-8 no es ubicuo y 
la prevalencia de la infection varia de acuerdo a una combination de 
factores tanto geograficos como de comportamiento. 

2. Car ACTE FUSTIC AS DEL VIRUS 

2.1 Estructura 

Corpus 

E d itor 'ai El HHV-8 pertenece a la subfamilia Gammaherpesviridcie y es el 
primer integrante del genero Rhadinovirus que infecta al hombre. 
Los miembros de este grupo se encuentran en primates no huma- 
nos, ungulados, conejos y ratones, siendo causantes de linfomas 
fulminantes y otros desordenes del sistema hematopoyetico. Los 
rhadinovirus comparten una estructura genomica similar y la mayo- 
rfa contiene secuencias que parecen capturadas del genoma celular. 
Estas secuencias codifican para enzimas del metabolismo nucleoti- 
dico, antagonistas del sistema complemento, proteinas involucradas 
en la estimulacion de la proliferation en celulas persistentemente 
infectadas, tales como interleuquinas y analogos de receptores de 
interleuquinas. 

El genoma del HHV-8 ha mostrado una extensa homologia 
con el del Herpesvirus saimiri de monos, como el gen Kl, que 
codifica proteinas con capacidad transformante y la secuencia R 
que codifica proteinas transactivadoras tambien presentes en el 
virus Epstein-Barr (EBV). El HHV-8 es el virus herpes que mas 
ha almacenado este tipo de genes celulares capturados, cuya 
funcion es codificar proteinas involucradas en la modulation de 
la respuesta inmune, la apoptosis y la proliferation de las celulas 
persistentemente infectadas. 

El EBV es el gammaherpesvirus humano mas relacionado con 
el HHV-8 y ambos comparten mecanismos relacionados con el 
establecimiento y el mantenimiento de la latencia, y con el pasaje 
desde la latencia a la infection litica (productiva). 

3. Transmision y seroprevalencia 

El HHV-8 no es un virus ubicuo como los demas miembros de la 
familia Herpesviridae. Se han descrito subtipos, en base al gen 
Kl, que codifica para una proteina transmembrana de fase litica 
exclusiva de HHV-8. Esta proteina se denomina VIP o Kl; me- 
diante el analisis filogenetico del ORF Kl del HHV-8, este se ha 
podido clasificar en 7 subtipos principales: A, B, C, D, E, F y Z 
que abarcan numerosas variantes (p.ej. A1-A5, B1-B3, C1-C7, 
D1-D3, E1-E2), cuyos cambios se correlacionan con ancestros 


etnicos y geograficos en diferentes poblaciones. Recientemente se 
demostro que la seroprevalencia en bancos de sangre en paises del 
Cono Sur es en general baja: 3,7% en Argentina; 3% en Santiago 
de Chile y 2,8% en Campinas, Brasil. 

Los modos de transmision no parecen ser los mismos en los 
paises de baja endemicidad (menos del 5%) que en aquellos con 
mediana o alta (mayor al 10%). 

Paises de baja endemicidad. La mayoria de los infectados son 
hombres homosexuales y la seroprevalencia alcanza al 70% en los 
individuos co-infectados con el HIV. Numerosos factores de riesgo 
aumentan la seroprevalencia del HHV-8: la promiscuidad, la sero- 
positividad para HIV, la antigiiedad de la actividad homosexual, 
los antecedentes de enfennedades de transmision sexual y el uso 
de drogas ilicitas por via endovenosa. 

La actividad sexual desempena un rol importante en la transmi- 
sion del virus entre hombres que tienen sexo con hombres. El DNA 
viral ha sido detectado en esperma de seropositivos asintomaticos 
para HHV-8, pero en forma inconstante y en tan baja cantidad que 
seria insuficiente para transmitir la infection. Los factores sexua- 
les de riesgo mencionados indican que otras formas de contactos 
intimos con intercambio de secreciones, particularmente salivales, 
son responsables de la transmision. La presencia del virus en saliva 
esta documentada y podria explicar, en parte, la fuerte asociacion 
entre la seroconversion para HHV-8, en individuos HIV negativos. 

La seropositividad entre drogadictos que utilizan drogas inyec- 
tables, asi como en hemofilicos y politransfundidos es baja y del 
mismo orden que en los dadores de sangre, lo cual indicaria que no 
es un virus habitualmente transmisible por sangre. 

La transmision puede ocurrir luego de un trasplante de 
organos; hay varios estudios que describen el desarrollo de 
SK luego de un trasplante de rinon en individuos que eran 
seronegativos para HHV-8 antes del trasplante. 

Paises de alta endemicidad. En ellos, la epidemiologia del vims y 
los modos de transmision son diferentes. La seroprevalencia es alta ya 
en la infancia y al final de la pubertad, con tasas muy similares a la de 
los adultos. Ademas, se han descrito casos de SK en ninos de Africa 
central, no asociados al HIV. La transmision parece ocurrir antes de la 
pubertad y de la actividad sexual. Los estudios realizados en lamilias 
seropositivas para HHV-8, han sugerido la transmision de la madre 
al nino y entre ninos luego de los 5 anos de edad. La carga viral en la 
leche es menor que en la saliva y no ha podido demostrarse una trans- 
mision intrauterina, durante el parto o perinatal. La transmision de la 
madre al hijo podria estar relacionada con la saliva, probablemente por 
la aplicacion de la misma en lesiones cutaneas de los ninos, o por la 
costumbre de masticar el alimento y luego darselo a los ninos. 

La seroprevalencia del HHV-8 esta asociada con la pobreza 
y condiciones de hacinamiento en las viviendas. La transmision 
heterosexual no es significativa, ya que la seroprevalencia del 
HHV-8 no varia entre los 15 y los 45 anos, rango que comprende 
los grupos etarios de mayor actividad sexual. 

La epidemiologia y modos de transmision del HHV-8 comienzan 
a ser mejor comprendidos; sin embargo, persisten muchos interro- 
gantes. El primero es la aparente ausencia de transmision entre hete- 
rosexuales en la poblacion general. Teniendo en cuenta la probable 
transmision por saliva, esta diseminacion es rara fuera de las zonas 
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endemicas, ya que la prevalencia deberfa ser mayor, como la del virus 
Epstein-Barr. Otro aspecto controvertido es la excepcion africana a 
la buena correlacion entre seroprevalencia de HHV-8 y la incidencia 
de SK. La frecuencia del SK en Africa no se superpone exactamente 
con la seroprevalencia de la infeccion por HHV-8. En Africa Central 
(Uganda), donde la seroprevalencia del HHV-8 en adultos alcanza 
el 60-80%, el SK presenta una incidencia de 5/100.000 habitantes; 
mientras que en Africa Occidental (Gambia) donde la seroprevalen- 
cia es similar, la incidencia de SK es mas baja. En Egipto, donde la 
seroprevalencia en ninos de 12 anos es mayor del 50%, el SK es raro 
y ocurre en edad adulta. Lo mismo se observa en algunas poblaciones 
amerindias de Brasil donde la seroprevalencia es alta (41% en ninos 
menores de 10 anos; 65% en los adultos de mas de 30 anos), pero no 
hay registrados casos de SK. Muchos fenomenos podrian explicar 
estas discordancias, entre ellos, una subestimacion del numero de 
casos debido a la ausencia de un sistema de vigilancia del SK en esas 
regiones. Ademas, los estudios serologicos utilizan diferentes ensa- 
yos y valores de corte. Es evidente que las diferencias mencionadas 
podrian estar asociadas a cofactores aun no identificados que lleven 
a la infeccion por HHV-8 al desarrollo del SK. 

Es probable que los estudios inmunogeneticos en realizacion 
puedan dar respuestas a estos interrogantes. 

4. Patogenia 

Estudios in vitro han demostrado que el HHV-8 puede infectar lin- 
focitos B, celulas endoteliales y epiteliales; si bien los linfocitos B 
son el bianco principal, tambien puede infectar linfocitos T circu- 
lantes. En estados de inmunocompromiso, el HHV-8 podria contri- 
buir indirectamente a la transformacion maligna de los linfocitos 
infectados, aunque su participacion en la patogenesis de linfomas 
es controvertida, debido a la co-infeccion con virus Epstein-Barr. 

Como todo miembro de la familia Herpesviridae presenta pe- 
riodos de latencia en los cuales es dificil detectarlo. Se ha demos- 
trado que la infeccion viral presenta fases viremicas intermitentes, 
lo cual explicaria por que no se lo detecta en linfocitos perifericos 
de todos los pacientes con sarcoma de Kaposi. 

La infeccion primaria, en la mayorfa de los casos, se presen- 
ta con fiebre alta y erupcion maculo-papular que se resuelve ra- 
pidamente sin adenopatias ni ulceraciones orales. Tambien puede 
presentarse como un smdrome febril de origen indeterminado. En 
la infeccion de homosexuales HIV negativos se han documentado 
sintomas inespecificos como diarrea, fatiga, erupcion localizada y 
adenopatia; en inmunocomprometidos la infeccion esta asociada a 
un espectro de signos y sintomas mas graves que incluyen artral- 
gias, adenopatias, esplenomegalia, observandose tambien citopenia. 

4. 1 PATOLOGIAS MALIGNAS INDUCIDAS POR EL HHV-8 

Durante la latencia, el virus produce protemas que aseguran el man- 
tenimiento del DNA viral y promueve la supervivencia de las celu- 
las que actuan como reservorio. La promocion de la supervivencia 
celular es una caracteristica del cancer, por lo que no sorprende que 
estos virus esten asociados con patologias malignas ( Figura 23.7.1). 

4.1.1 Sarcoma de Kaposi (SK) 

Es la principal enfermedad asociada a la infeccion con HHV-8. El 
SK es una neoplasia vascular que afecta a piel y tejidos blandos, 
con una anatomia patologica compleja que presenta un componente 
angiogenico, uno proliferativo y otro inflamatorio. En el examen 
de las lesiones se observa una variedad de tipos celulares incluyen- 
do celulas endoteliales, celulas fusiformes (de origen endotelial) 
caracteristicas del SK, celulas inflamatorias infiltrantes (linfocitos 
y monocitos) y gran cantidad de globulos rojos en los espacios ex- 
tracelulares. La proporcion relativa de estas poblaciones celulares 
varia en funcion del estadio evolutivo de la enfermedad. A partir de 
una pequena mancha o placa inicial situada en la dermis, la lesion 
evoluciona progresivamente a una lesion nodular verdaderamente 
tumoral ( Figura 23.7.2). Durante anos se cuestiono su categoriza- 


cion como cancer porque no se podia establecer la monoclonalidad 
del tumor. El comportamiento clinico de esta enfermedad es mas 
parecido a un cancer que a un proceso infeccioso. Las lesiones de 
SK siempre contienen HHV-8, que se encuentra en forma latente en 
la mayoria de las celulas fusiformes, expresando un pequeno sub- 
grupo de protemas virales. Solo en una pequena proporcion de estas 
celulas se expresa una gran cantidad de antigenos liticos, por lo que 
podria considerarse al SK como una enfermedad de la latencia. Sin 
embargo, es una sola proteina expresada durante el ciclo litico y no 
el latente, la que puede iniciar y mantener las lesiones vasculares 
del SK. Es por esto, que el SK es un ejemplo de oncogenesis para- 
crina donde unas pocas celulas producen factores que estimulan el 
crecimiento de las celulas vecinas. 

Existen 4 formas clinico-epidemiologicas de SK: la clasica, la 
endemica, la iatrogenica y la epidemica asociada al SIDA. 

La forma clasica descritapor Moritz Kaposi en 1872, se detecta 
en forma esporadica en la zona baja del Mediterraneo, particularmen- 
te Italia y Grecia, en individuos mayores de 60 anos. Afecta mas a los 
hombres que a las mujeres en una proporcion de 5-15 hombres por 
cada mujer. El SK clasico es poco agresivo, comienza generalmente 
en la piel de miembros inferiores como maculas que progresan len- 
tamente a papulas y estas a placas de color rojo violaceo. 

El SK endemico descrito despues de 1950 es la forma mas fre- 
cuente en Africa Central y del Este, donde representa del 1 al 10% de 
los canceres diagnosticados en la region. Tambien es mas frecuente en 
hombres que en mujeres en una proporcion de 1 0- 1 5 hombres por cada 
mujer y la incidencia aumenta con la edad. La presentacion cllnica es 
variable, en algunos casos, comparable a la forma clasica; en otros, 
mucho mas agresiva, con nodulos diseminados y lesiones infiltran- 
tes viscerales y ganglionares. El desarrollo del SK endemico no es 
frecuente en ninos (menos del 5% de los casos) pero adopta formas 
ganglionares graves y en proporciones similares en ninos y ninas. 

El SK iatrogenico, tambien llamado post-trasplante, fue descri- 
to a partir de 1970. Se observa en receptores de organos que reciben 
terapia inmunosupresora de larga duracion. Se puede desarrollar a 
partir de una infeccion por HHV-8 adquirida a traves del organo 
trasplantado o por reactivacion de una infeccion preexistente. Una 
disminucion o modification del tratamiento inmunosupresor permi- 
te una regresion del tumor. La incidencia del SK en trasplantados es 
500 a 1000 veces mayor que en la poblacion general. 

El SK epidemico inicialmente fue descrito en homosexuales infec- 
tados con HIV y actualmente es la forma mas frecuente. Se presenta de 
forma diseminada con lesiones multifocales dermicas, orales y viscera- 
les. El SK en individuos con HIV podria deberse a que este virus ejerce 
un efecto promotor a traves de la proteina Tat para el desarrollo de las 
lesiones cutaneas y vasculares al estimular la proliferation vascular, 
aunque el HIV no se considera un cofactor esencial. 

4.1.2 Riesgo de desarrollar SK 

El riesgo de SK en individuos sanos y seropositivos para HHV-8 es 
bajo; por el contrario, en inmunocomprometidos es mucho mas alto. 
HIV positivos. Actualmente, el SK se presenta como enfermedad 
asociada a SIDA en el 15% de homosexuales y en el 2% de hete- 
rosexuales. Antes del uso extendido de la terapia antirretroviral, 
la probabilidad de que un HIV positivo infectado con HHV-8 de- 
sarrollara SK en 10 anos era del 30 al 50%. Con la introduction 
de la terapia antirretroviral, la incidencia de SK fue decreciendo 
significativamente en paises industrializados. Sin embargo, es un 
grave problema de salud en Africa Central y del Este donde es alta 
la prevalencia del HHV-8 y existen dificultades economicas para 
recibir esas terapias. En dichas regiones representa el 20 al 50% de 
todos los canceres diagnosticados. 

En individuos coinfectados con ambos virus, una disminucion de 
linfocitos CD4 + o el aumento de la carga viral de HIV son factores que 
predisponen el desarrollo de SK. Tambien se observo que la detection 
de HHV-8 en linfocitos perifericos era un factor de prediction de SK. 

Trasplantados. La terapia inmunosupresora postrasplante pre- 
dispone el desarrollo del SK. Entre el 0,2 al 5% de los trasplantados 
renales desarrolla SK ya sea por reactivacion de la infeccion o por 
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Figura 23.7.1. Patologias malignas asociadas al HHV-8: un efecto colateral de la estrategia de supervivencia viral. 



Figura 23.7.2. Sarcoma de Kaposi en torax. (Fotografia ama- 
blemente cedida por el Dr. Jorge Benetucci, Hospital Muniz). 


primoinfeccion en el trasplante. Hay una apreciable morbi-morta- 
lidad asociada con el desarrollo de SK en trasplantados; el 40 % 
presenta diseminacion visceral y en aproximadamente el 17-20% es 
la causa de muerte. Si bien una reduccion o suspension de la terapia 
inmunosupresora produce remision completa del SK, el 65% de 
los pacientes puede sufrir rechazo o fallas en la funcion del organo 
trasplantado, mientras que la frecuencia de estos trastornos en la 
poblacion general trasplantada es del 21%. 

4.1.3 Enfermedad multicentrica de Castleman (EMC) 

La enfermedad de Castleman fue descrita inicialmente en la de- 
cada del 50 del siglo pasado. Es un sindrome linfoproliferativo 
policlonal que afecta a una variedad de tejidos linfoides o no 
linfoides y en su forma sistemica, suele acompanarse de sinto- 
matologfa general. Dicho cuadro se halla mtimamente relacio- 
nado al SK pudiendo coexistir ambos procesos en un mismo 
individuo y particularmente, en aquellos pacientes con evidencia 
de infeccion por HIV. La EMC, tambien se llama sindrome de 
POEMS (Poliadenopatias, Organomegalia, Endocrinopatia, IgM 


aumentada y alteraciones en la piel (en ingles skin). En pacientes 
inmunocompetentes, el virus esta presente en aproximadamente 
el 50% de los casos de EMC y casi en el 100% del los pacientes 
infectados con HIV. El HHV-8 se encuentra en celulas B de la 
zona del manto de los nodulos linfaticos y una porcion impor- 
tante de estas celulas expresa antigenos liticos. La enfermedad 
de Castleman se ha vinculado a un exceso de interleuquina 6. 
El HHV-8 produce entre sus proteinas liticas una molecula muy 
similar a la interleuquina 6 de origen humano, responsable de la 
fisiopatogenia de la EMC. Esta enfermedad es la resultante de la 
activacion del ciclo litico viral en el contexto de un hospedador 
con un control deficiente de su sistema inmune. 

4.1.4 Linfoma primario de efusiones (PEL: Primary effusion lymphoma) 
Es un tipo raro de linfoma de celulas B, no Hodgkin asociado a la 
infeccion por HHV-8 que se manifiesta en cavidades corporales 
(pericardica, pleural y peritoneal). Morfologicamente las celulas son 
indiferenciadas, de gran tamano y a veces poseen caracterfsticas de 
inmunoblastos. El inmunofenotipo presenta una marcada perdida de 
la mayoria de los antigenos B, ausencia de expresion de moleculas 
de adhesion y expresion de antigenos de activacion tales como el 
CD23, CD25, CD38 y EMA. El genotipo es el de una celula B con 
reordenamiento de las cadenas de inmunoglobulinas. 

El PEL se halla generalmente co-infectado con el virus Epstein- 
Barr, pero a diferencia del linfoma de Burkitt, no hay reordena- 
miento del gen c-myc. La mayoria de las veces se observa en el 
curso de una co-infeccion con HIV. 

El pronostico es malo con una media de sobrevida menor a los 6 
meses. Dos factores de mal pronostico previo al diagnostico de PEL son 
el deterioro del estado general y la ausencia de terapia antirretroviral. 

5. Diagnostico 

5.1 SerologIa 

Los anticuerpos que se producen durante la infeccion estan di- 
rigidos contra antigenos expresados en la latencia, como el an- 
tigeno nuclear LANA (codificado por el ORF 73), los antigenos 


432 


VIROLOGIA MEDICA / Guadalupe Carballal - Jose Oubina 


liticos como los de la capside (codificados por el ORF 65) o 
las glicoprotemas de membrana. Varias tecnicas serologicas han 
sido desarrolladas para detectar anticuerpos anti-HHV-8: inmu- 
nofluorescencia (IFI), inmunoperoxidasa (IP), enzimoinmunoen- 
sayo (ELISA) y Western blot (WB). 

Las tecnicas de IFI e IP utilizan como sistema de deteccion de 
virus a llneas celulares (BCBL-1, BCP-1 ; BC-3; KS-1) establecidas 
a partir de llneas tumorales obtenidas de linfomas no infectadas con 
EB V. Las tecnicas de ELISA emplean combinaciones de diferentes 
antlgenos recombinantes o de peptidos sinteticos. 

Existe una discordancia en los resultados de deteccion segun 
las tecnicas utilizadas y el tipo de anticuerpos investigados. En 
general, son mas frecuentes los anticuerpos dirigidos contra antl- 
genos liticos que contra los antlgenos de la fase de latencia. Cuan- 
do se compararon diferentes ensayos serologicos, se observo que 
la mayorla es eficaz para la deteccion de anticuerpos en pacientes 
con SK, EMC o PEL; sin embargo, los resultados son discordantes 
cuando se trata de evaluar el estatus serologico de la poblacion 
general. 

5.2 DetecciOn de DNA viral en fluidos corporales 

El DNA viral se detecta por PCR con mayor frecuencia -y en alta 
concentration- en saliva de homosexuales masculinos seropositi- 
vos para HHV-8; tambien puede hallarse en linfocitos perifericos 
y menos frecuentemente en semen, secreciones prostaticas, hiso- 
pados anales y uretrales. La PCR detecta DNA viral en linfocitos 
perifericos en el 10-20% de las personas serologicamente positivas 
y podria considerarselo un marcador de infeccion en curso. 

6. Prevencion y tratamiento 

6.1 Prevencion 

La mejor terapia para prevenir el SK en HIV positivos es la 
misma terapia antirretroviral. Por otro lado, en el caso de los 
pacientes trasplantados la reduction de la terapia inmunosupre- 
sora en el manejo del SK puede tener consecuencias adversas 
relacionadas con el rechazo del organo, por lo que sera necesario 
contar con tratamientos especificos. 

• Identificacion de pacientes con alto riesgo y deteccion tempra- 
na del SK. Los tests serologicos son los mas sensibles para de- 
tectar pacientes en riesgo; el monitoreo de la carga viral en lin- 
focitos perifericos en los pacientes HHV-8 seropositivos podria 
ayudar a identificar a estos pacientes. La determination de la 
carga viral es util en pacientes HIV positivos, que no responden 
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a la terapia antirretroviral, con alta carga de HIV y bajo nivel de 
linfocitos CD4 + . Por otro lado, en pacientes cuyos resultados se- 
rologicos sugieren un alto riesgo de SK, es conveniente alentar 
el autoexamen de la cavidad oral que podria detectar el SK en 
etapas tempranas, cuando el tratamiento es mas efectivo. 

• Deteccion de HHV-8 en dadores y receptores de organos. La 
mayorla de los casos de SK en trasplantados son producto de una 
reactivation del HHV-8; sin embargo, habria que evitar que indi- 
viduos HHV-8 seropositivos sean donantes de pacientes serone- 
gativos, para prevenir el desarrollo del SK. Aunque la evidencia 
actual es insuficiente para recomendar evitar un trasplante sobre 
la base de la presencia de seropositividad del donante, habria que 
analizar el costo-beneficio de tales estrategias teniendo en cuenta 
el tipo de organo y la prevalencia regional de la infeccion por 
HHV-8; ademas, el uso de diagnostico de HHV-8 post-trasplante 
podria tener beneficios en la vigilancia de receptores en riesgo de 
SK y la profilaxis o el tratamiento del mismo. 

6.2 Tratamiento 

El tratamiento difiere segun el tipo de enfermedad asociada al HHV-8. 

Sarcoma de Kaposi. Los inhibidores de la DNA polimerasa de 
los virus herpes, como foscarnet, ganciclovir y cidofovir, son efec- 
tivos en la infeccion litica pero no en la latente. Existen publica- 
ciones de tratamientos profilacticos exitosos con estos antivirales y 
tambien con zidovudina para prevenir el desarrollo del SK. Si bien 
ninguna de estas drogas esta aprobada para el tratamiento especifico 
del HHV-8, algunos estudios han mostrado que en los pacientes 
tratados acontece la remision de las lesiones. 

El control de la infeccion del HIV con el coctel de antivirales 
utilizado en la terapia antirretroviral de alta eficacia (HA ART) es 
parte integral de una exitosa terapia para el SK asociado a SIDA. 

Otras terapias combinadas incluyen tratamientos localizados en 
las lesiones utilizando crioterapia, retinoides y drogas oncologicas o 
con antivirales, aunque no impiden la recurrencia del SK. 

La terapia sistemica mediante tratamiento con interferon 
alfa o quimioterapia se indica cuando hay diseminacion visce- 
ral, progresion a formas mucocutaneas y linfedema. 

Enfermedad multicentrica de Castleman. Los tratamientos con 
antivirales para la variante asociada al HHV-8 demostraron resul- 
tados controvertidos. 

Linfoma primario de cavidades. Se lo trata como un cancer, 
con una combination de ciclofosfamida, vincristina, antraciclinas, 
doxorrubicina y corticosteroides, administrados en forma ciclica 
(CHOP). 
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1. llUTRODUCCION 

Diversos agentes infecciosos -como los hongos, protozoarios, bac- 
terias y virus- pueden afectar al hepatocito y, por ende, la funcion 
hepatica. 

Aunque fue necesario arribar hasta el siglo XX para aislar e 
identificar a muchos de los agentes causales de hepatitis virales, 
muy probablemente las primeras descripciones de cuadros clmicos 
compatibles con estas infecciones se remontan hasta tiempos de 
Hipocrates en el siglo V a.C. 

En la actualidad se identifican los virus primariamente hepa- 
totropos, causantes de la mayorfa de las hepatitis virales, con las 
cinco primeras letras del alfabeto: de la A a la E (Tab la 24.1.1). Sin 
embargo, otros agentes virales deben ser tambien incluidos entre 
las posibles causas de compromiso de la glandula hepatica (Tabla 
24.1.2), aunque en este caso el higado puede o no estar involucra- 
do durante el curso de la infeccion. Estas hepatopatias virales han 
sido denominadas secundarias o sindromaticas y forman parte, con 
frecuencia, de entidades nosologicas definidas, que se describen 
en otros capitulos del libro. A continuacion se presentaran algunos 
aspectos relacionados con los agentes etiologicos de las hepatitis 


A, B, C, D y E. En el final de este capitulo se mencionaran algu- 
nos datos recientes que demuestran la existencia de otros virus que 
fueron asociados en principio a la replicacion en higado, pero que 
actualmente no se consideran causantes de hepatitis. 

Hasta mediados de 1960, solo existian evidencias epidemicas 
e inmunologicas que permitian sospechar que tanto la materia fe- 
cal, como el contacto sexual o la transfusion de sangre de ciertos 
individuos que padecian afeccion hepatica, podian transmitir la 
enfermedad a otras personas. Los estudios realizados por S. Krug- 
man en Willowbrook, Nueva York, demostraron claramente que era 
posible transmitir a un mismo paciente los agentes responsables de 
las entonces llamadas hepatitis epidemicas (MS-1) y sericas (MS- 
2), con lo que quedaba establecido que al menos dos agentes esta- 
ban implicados: los hoy denominados virus hepatitis A (HAV) y B 
(HBV), respectivamente. 

En 1965, B. S. Blumberg y colaboradores describieron un nue- 
vo antigeno en el suero de pacientes leucemicos australianos. Este 
antigeno -en principio denominado australiano- fue posteriormente 
identificado como el antigeno de superficie (HBs Ag) del HBV. Al 
observar en una prueba de inmunodifusion una banda correspondien- 
te a la precipitacion de dicho antigeno al enfrentarse con el suero 


Virus 

A 

E 

B 

C 

D 

Familia 3 

Picorna 

Hepe 

Hepadna 

Ftavi 

No asignada 

Tarnaho del virion b 

28 nm 

34 nm 

42 nm 

60 nm 

36 nm 

Genoma: tipo c 

RNA (+) 

RNA (+) 

DNA (dc/sc) 

RNA (+) 

RNA (-) c 

Tamano (kb) 

7,8 

7,5 

3,2 

9,4 

1,7 

Capside 

VP1-VP4 

Una 

HBcAg 

HCcAg 

HD Ag 

Envoltura 

No 

No 

HBs Ag 

jn 

m 

ro 

HBs Ag 

Transmision 

Fecal -oral (F-O)* 

F-O, trasfusional 

Parenteral, sexual (S) 

Parenteral, S 

Parenteral, S 

Prevalencia 

Alta 

Regional 

Baja, regional 

Moderada 

Baja, regional 

Curso fulminante 

Raro 

En embarazada 

Raro 

Raro 

Frecuente 

Curso cronico 

Nunca 

En inmunosuprimido (IS) 

Frecuente 

Muy frecuente 

Muy frecuente 

Oncogenicidad 

No 

No 

SI 

Si 

No 

Diagnostico 






- Antigeno 

No d 

No d 

Si e 

Si e 

Si e 

- Acido nucleico 

No d 

No d ; Si en IS 

Si e 

Si e 

Si e 

- Anticuerpo 

Si e 

Si e 

Si e 

Si e 

Si e 

Terapeutica 

No 

No 

SI 

Si 

Si 

Vacuna/s 

Inactivada 
y atenuada 

Capside 

recombinante' 

HBs Ag y pre-S Ag 
recombinante 

No 

No 


Tabla 24.1.1. Virus hepatotropicos primarios. Clasificacion, propiedades biologicas y propiedades clinicas. a Todos los virus 
constituyen nuevos generos en sus respectivas familias; el HBV y el HEV, nuevas familias. / b Todos los virus son esfericos. / d (+) sirve 
como RNAm; (-) complementario al RNAm; c = circular/ d Aunque puede detectarse virucopria y/o viremia mediante la deteccion de 
antlgenos virales o del genoma viral, ninguno de los dos procedimientos se utiliza habitualmente en el diagnostico virologico 

de las infecciones por HAV o HEV. / e Suero / ' Supero la evaluation de seguridad y eficacia (fase 2) en una poblacion de riesgo de 
Nepal; otra formulation a VLPs supero la fase 3 en China. *puede transmitirse tambien por relaciones homosexuales masculinas. 
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Familia 

Virus 

Herpesviridae 

Epstein-Barr* 

Citomegalovirus humano* 

Herpes simplex 

Varicela-zoster 

Adenoviridae 

Adenovirus 

Togaviridae 

Rubeola 

Flaviviridae 

Fiebre amarilla 

Dengue 

Picornaviridae 

Polio 

Coxsackie B 

ECHO 

Paramyxoviridae 

Sarampion 

Parotiditis 

Arenaviridae 

Junin 

Lassa 

Filoviridae 

Ebola 

Marburg 

Burtyaviridae 

Andes 

Influenzaviridae 

Influenza A H5N1 

Corortaviridae 

SARS-CoV 

Retroviridae 

HIV** 


Tabla 24.1 .2. Virus asociados a hepatopatias sindromati- 
cas: algunos ejemplos. * Asociado frecuentemente a hepa- 
titis. ** Asociado a esteatosis y a esteatohepatitis. 


Corpus 

Editorial 

(conteniendo anticuerpos especificos) de un individuo hemofilico 
con multiples transfusiones, se obtuvo una primera pista. El subsi- 
guiente desarrollo de una hepatitis aguda en una tecnica de labora- 
tory que manipulaba las muestras sericas, sugirio el nexo entre el 
agente etiologico y la enfermedad. Por estas observaciones, Blum- 
berg recibio el Premio Nobel de Fisiologia o Medicina en 1976. 

La utilization de reactivos diagnosticos y la consiguiente exclu- 
sion de hemodonantes en los que se detectaba el HBs Ag permitieron 
no solo controlar esa forma de diseminacion, sino tambien describir 
la historia natural y la epidemiologfa de la hepatitis por HBV. 

En la actualidad existen entre 350 y 460 millones de personas 
infectadas en el mundo, de modo permanente, con HBV; esta es la 
principal causa de cirrosis y hepatocarcinoma celular; este cancer, 


a su vez, es el mas frecuente a nivel mundial. Si bien aproxima- 
damente el 90% de los infectados se curan, un 2-10% desarrolla 
una enfermedad cronica, con frecuencia asociada a lesiones de alta 
morbi-mortalidad. Entre uno y dos millones de personas infectadas 
con HBV mueren anualmente en el mundo. 

El HBV fue el primer agente descubierto de un grupo actual- 
mente identificado como familia Hepadnaviridae (virus hepatotro- 
picos con genoma a DNA), cuyos integrantes se caracterizan por un 
modo de transmision similar al de los retrovirus. Entre los hepadna- 
virus se incluyen agentes que infectan mamiferos (genero designa- 
do como Orthohepadnavirus) y aves ( Avihepadnavirus ). Asi, estan 
incluidos tambien en el genero Orthohepadnavirus el virus Hepati- 
tis de la marmota, el virus Hepatitis de la ardilla de suelo, el virus 
Hepatitis de la ardilla artica, el virus Hepatitis B del mono lanudo , 
y los respectivos virus Hepatitis B del gorila, orangutan, chimpance 
y gibon. El genero Avihepadnavirus comprende el virus Hepatitis B 
del pato pekines, el virus Hepatitis B de la garza , y probablemente 
otros miembros. Estos virus no son patogenos para el ser humano. 

En 1977 M. Rizzetto observo en un grupo de pacientes ita- 
lianos cronicamente infectados, una enfermedad hepatica aguda, 
logrando detectar mediante estudios de inmunofluorescencia un 
antigeno que se conocio como delta. Este antlgeno fue posterior- 
mente confirmado como perteneciente a la estructura de un agente 
virus-simil cuyo RNA muestra semejanzas con el de los viroides 
de las plantas y/o virus satelites. Este virus -en principio desig- 
nado agente delta y actualmente denominado virus hepatitis delta 
(HDV)- solo puede infectar individuos en los que se ha establecido 
una infection productiva previa (sobreinfeccion) o concomitante 
(coinfection) con el HBV, ya que requiere de la colaboracion de 
este para su propagation. La participation del HDV en individuos 
infectados con HBV produce desde cuadros agudos mas severos 
a los que corresponderian por la infection unica con este ultimo, 
hasta el desarrollo de una hepatopatia cronica grave con cirrosis. El 
HDV no ha sido aun clasificado de manera definitiva. 

En 1973, S. M. Feinstone, A. Z. Kapikian y R. H. Purcell iden- 
tificaron por primera vez las partlculas del HAV, lograndose en 
1975 infectar primates y anos mas tarde cultivar el virus en celulas. 
La obtencion de reactivos para diagnostico permitio determinar 
que el HAV es el mayor causante de epidemias de ictericia por 
transmision fecal-oral. En 1989 se publicaron resultados experi- 
mentales exitosos empleando una vacuna anti-hepatitis A inactiva- 
da con formalina, obtenida en cultivos celulares. 

Hasta 1988, en los paises desarrollados, a pesar de haberse dis- 
minuido las hepatitis postransfusionales causadas por el HBV me- 
diante el control de sangre de hemodonantes, el 10% de los transfun- 
didos desarrollaban cuadros de hepatitis, que no presentaban mar- 
cadores para HAV, HBV u otros virus hasta entonces identificados 



Figura 24.1.1. Contribucion porcentual de las diferentes estirpes celulares a la constitucion del higado. 
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que pudieran causar la enfennedad (citomegalovirus humano, vims 
Epstein-Barr, fiebre amarilla y muchos otros) por lo que se la llamo 
hepatitis no-A no-B postransfusional. Dependiendo de cada caso, 
estas hepatitis no solo pueden transmitirse por transfusiones sino 
tambien, probablemente, mediante el contacto parenteral o sexual. 

En 1988 -mediante la elaboration cientlfica de los gmpos de 
D. Bradley del Centro de Control de Enfermedades (CDC, Centers 
for Diseases Control and Prevention) de EE.UU. y de M. Eloughton 
de la Corporation Chiron- se documento la existencia de un nuevo 
agente viral, descubierto a partir de la infeccion experimental de un 
chimpance inoculado con sangre humana identificada como cau- 
sal de hepatitis postransfusional no A no B. Los acidos nucleicos 
virales fueron extraldos del plasma de ese primate, clonados en 
vectores apropiados (bacteriofago lambda gtll) y expresados en 
Escherichia coli y levaduras. Con ello se logro la expresion de pro- 
teinas virales que reaccionaban con suero de convalecientes de he- 
patitis no-A no-B. Si bien el virus no fue inicialmente aislado, los 
acidos nucleicos clonados corresponden a un agente causante -en 
ese entonces- de la vasta mayorfa de las hepatitis postransfusiona- 
les, asi como una significativa proportion de hepatitis adquiridas 
en la comunidad en todo el mundo: el vims hepatitis C (E1CV). El 
analisis comparative de secuencias nucleotldicas y los estudios de 
caracterizacion viral desarrollados en el modelo chimpance indican 
que el EICV es un miembro de la familia Flaviviridae . Este fue el 
primer caso de la historia de la Microbiologia, en el que se descu- 
bria un agente etiologico de una enfermedad infecciosa, al margen 
del conocimiento de su estructura morfologica y antigenica. 

Otro agente viral, inicialmente caracterizado como causante 
de hepatitis no-A no-B epidemicas, transmitido principalmente 
mediante aguas contaminadas con excretas fecales humanas y por 
contacto con animales reservorios, ha sido designado como vims 
hepatitis E (E1EV). Su caracterizacion genomica se obtuvo en 1990 
gracias a los estudios de G. Reyes y col., quienes lograron el clona- 
do de genes virales a partir del analisis de acidos nucleicos prove- 
nientes de bilis de monos Cynomolgus infectados. Se clonaron ge- 
nes y expresaron proteinas recombinantes; mediante tamizaje con 
sondas y con anticuerpos, respectivamente, se detectaron clones 
especificos que contenian material genetico del E1EV, actualmente 
clasificado como unico miembro de la familia Hepeviridae. 

El descubrimiento de estos cinco agentes en menos de tres de- 
cadas no solo signified el mayor aporte de la ciencia a la Salud 


Publica en la segunda mitad del siglo XX, sino tambien abrio la 
puerta a una nueva posibilidad diagnostica de la Virologia: la iden- 
tification, el aislamiento y la consiguiente metodologia de estudio 
a partir de la manipulation del genoma viral y las proteinas que 
codifica, mas alia o al margen de la respuesta inmune que el agente 
induce en el individuo infectado. 


La organization estructural y funcional del higado ejerce una in- 
fluencia decisiva en la patogenesis de las infecciones virales. 

Como descubrira el lector en los subcapltulos siguientes, la res- 
puesta inmune desempena un rol crucial no solo en la elimination 
viral, sino en el dano hepatico. Por este motivo, es relevante tener 
presente la contribution de celulas hepatociticas y no-hepatociticas 
en la constitucion de este organo vital, asi como los mecanismos que 
regulan el curso diverso de la respuesta inmune innata y adaptativa. 

Dos tercios de la estructura hepatica estan constituidos por ce- 
lulas parenquimatosas (los hepatocitos), mientras que el tercio re- 
manente lo esta por celulas no parenquimatosas que incluyen las 
endoteliales sinusoidales (50% de dicho tercio), linfocitos (aproxi- 
madamente 25%), celulas de Kiipffer (alrededor del 20%), celulas de 
los conductos biliares (5%), y celulas estrelladas o de Ito (< 1% hasta 
5-8%). La poblacion de linfocitos residentes en el higado se calcula 
en el orden de 10 i0 celulas, lo que incluye celulas de la respuesta 
inmune innata (NK y NKT) y adaptativa (LT y LB), respectivamente 
(Figuras 24. 1. 1 y 24. 1 .2). El higado es el organo principal de acumu- 
lacion de celulas NKT en el organismo, alcanzando el 30% del total 
de los linfocitos en dicha glandula. 

Mediante circulation centripeta, el higado es un organo que 
recibe por cada minuto el 30% de la sangre circulante en el orga- 
nismo, a traves de la que arriban unos 10 s linfocitos/dia. La sangre 5Sp§S 
ingresa al parenquima a traves de la vena porta (70-75%; poco oxi- 
genada y rica en nutrientes) y la arteria hepatica (oxigenada), pasa 
a traves de una red de sinusoides hepaticos, y abandona la glan- 
dula a traves de las venas hepaticas. Cada espacio porta se ubica 
en la confluencia de los lobulillos hepaticos, que son formaciones 
aproximadamente hexagonales de hepatocitos y que poseen en el 
centra la vena centrolobulillar. La confluencia de venas centrolo- 
bulillares da lugar a las venas hepaticas izquierda y derecha, que 


2 El hi'cado como blanco de infeccion 

Y ORGANO INMUNOLOGICO 



Figura 24.1.2. Distribucion de las diferentes subpoblaciones linfocitarias en el higado. 
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finalmente drenan en la vena cava inferior. Por lo tanto, la sangre 
de la vena porta y la arteria hepatica se mezcla en los sinusoides 
hepaticos (Figura 24.1.3). El drenaje linfatico se produce a traves 
de vasos que drenan hacia la vena cava inferior o hacia ganglios 
linfaticos que siguen, en sentido inverso, el recorrido de la arteria 
hepatica. Diversos agentes desestructuran los lobulillos hepaticos 
y los espacios porta, pudiendo conducir a la hipertension portal, al 
obstaculizar el flujo vascular. 

Los hepatocitos exhiben en su membrana plasmatica un doininio 
con microvellosidades hacia el espacio de Disse, y otro lateral para 
con las celulas contiguas. A traves de esas microvellosidades, los he- 
patocitos pueden entrar en contacto con linfocitos que, a su vez, pue- 
den penetrai' en el espacio de Disse mediante seudopodos. Los hepa- 
tocitos expresan un escaso numero de moleculas del CMH-I. Entre 
hepatocitos contiguos se delimita un canalfculo donde se vierte la bibs. 

Las celulas de Kupffer residen en el interior de la vasculatura 
de los sinusoides -especialmente en el area periportal-, pudiendo 
tambien atravesar el espacio de Disse y entrar en contacto con he- 
patocitos y fagocitar celulas muertas por apoptosis. Las celulas de 
Kupffer exhiben una lenta migracion, por lo que pueden promover 
la estasis sangulnea, y as! facilitar la interaccion con linfocitos cir- 
culantes. Producen galectina 9 y pueden promover el aflujo de Lin- 
focitos Treg que inducen la apoptosis de los LT citotoxicos CD8L 

Las celulas endoteliales sinusoidales forman una estructura 
de monocapa fenestrada con receptores de manosa y scavenger (re- 
colector de residuos ) que favorece la captacion de antigenos y que, 
al mismo tiempo, permite el contacto entre hepatocitos y linfoci- 
tos. Estas celulas exhiben moleculas del CME1-I y II, as! como las 
co-estimulatorias CD40, CD80 y CD86. Por ende, la endocitosis/ 


fagocitosis asi como la presentacion antigenica son semejantes a 
las de las celulas dendriticas. Estas ultimas residen alrededor de la 
vena centrolobulillar y del tracto portal. 

Dado que las celulas de Kupffer y las endoteliales sinusoidales 
producen constitutivamente IL-10 y TGF-J3, y las celulas de Ito lo 
hacen de modo inducible, el microambiente de citoquinas formado 
hace que las dendriticas en reposo puedan tomarse tolerogenicas, 
logrando inhibir la proliferacion de linfocitos activados que infil- 
tran el hlgado y la concomitante produccion de citoquinas, a traves 
de la interaccion con las moleculas linfocitarias CTLA-4 y PD-1 
(veanse los capitulos 7 "Mecanismos de defensa"y 8 "Evasion a la 
respuesta inmune"). La activacion de las celulas dendriticas, inhi- 
be la expresion de dichos receptores, y favorece su propia ulterior 
migracion a traves del espacio de Disse hacia el tracto portal y 
finalmente hacia los ganglios regionales. 

Las celulas de Ito estan ubicadas en el espacio de Disse, y 
separados de la luz sinusoidal por las celulas endoteliales sinusoi- 
dales. Poseen actividad fagocitica y contracts, pudiendose diferen- 
ciar a miofibroblastos en presencia de TFG-(3. No solo son rele- 
vantes por ser el principal reservorio de vitamina A del organismo 
y por su participacion en la generacion de fibrosis a traves de la 
produccion de proteinas de matriz celular como el colageno, sino 
porque tambien funcionan como celulas presentadoras de antfgeno 
(CPA) para NKT (a traves de CD Id) y LT (mediante moleculas del 
CMH-I y II). Las celulas de Ito liberan IL-15, a traves de la que 
modulan la actividad de las NK y NKT. La interaccion entre LT 
y celula de Ito es relevante no solo por la activacion del primero, 
sino tambien de esta ultima, por su consiguiente participacion en la 
regulation del flujo sanguineo local y en el evento fibrotico. 



Figura 24.1 .3. Esquema de la espacialidad entre hepatocitos, sinusoides hepaticos y algunas celulas del sistema in- 
mune. Lease el texto. CD: celula dendritica; VPL: Vaso prelinfatico; LT: linfocito T; LB: linfocito B; NK: celula asesina natural; 
NKT: celula T asesina natural. Observense las interacciones entre las diversas celulas presentadoras de antigeno y las NKT 
y LT. La sangre oxigenada proveniente de la arteria hepatica y la menos oxigenada conteniendo nutrientes proveniente de la 
vena porta se mezclan, desembocando en la vena central. La bilis producida por los hepatocitos se vierte hacia el espacio 
de Disse, y desde alii al canaliculo biliar. 
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Figura 24.1.4. Registro de hepatitis virales agudas en Argentina durante el periodo comprendido entre Julio de 2004 
y junio de 2005. 
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Figura 24.1.5. Registro de hepatitis virales cronicas en la Argentina durante el periodo comprendido entre julio de 
2004 y junio de 2005. 


El higado esta selectivamente enriquecido en celulas de la res- 
puesta inmime innata: macrofagos de Kiipffer, celulas NK y NKT. 
Las celulas de Kiipffer producen IL-12 e IL-18, lo que activa a 
las celulas NK. Aquellas celulas tambien producen IL-ip, IL-6, 
TNF-a y leucotrienos, lo que atrae y activa polimorfonucleares 
neutrofilos. Estas celulas no solo exhiben actividad fagocitica, sino 
que tambien liberan citoquinas proinflamatorias que promueven el 
aflujo de LT CD4 + y CD8 + . 

Ante la eventual ausencia de moleculas inhibitorias de las NK 
(CMH-I) como resultado de diversas infecciones virales de hepa- 
tocitos y en presencia de IFN tipo I y CCL3, la union de ligandos a 
receptores de activacion de las NK promueve su activacion y la li- 
sis de la celula bianco. Dependiendo de la union a receptores de ac- 
tivacion o de inhibition de las NK se modula la injuria tisular, a tra- 
ves de una respuesta proinflamatoria Thl o anti-inflamatoria Th2, 
respectivamente. La activacion de las NK promueve la liberation 
de IFN-y, lo que estimula a los hepatocitos y celulas endoteliales 


sinusoidales para producir CXCL9, que promueve el reclutamien- 
to de LT y NKT. Las NKT son activadas por la IL-12 producida 
por las celulas de Kiipffer y las dendrlticas, lo que culmina habi- 
tualmente con la lisis celular mediada por Fas. Dado que las NKT 
pueden producir tanto IFN-y como IL-4, se las considera cruciales 
en el evento de polarization de la respuesta inmune proinflamato- 
ria tipo I (IFN-y y TNF-a) o anti-inflamatoria tipo II (IL-4, IL-10, 
IL-13). En otros terminos, la respuesta inmune celular resultante es 
modulada por el eje CPA (Kiipffer, endotelial sinusoidal, dendrlti- 
ca, LB o celula de Ito) — ► NK -> NKT -> LT. 

Si bien la sensibilization de los LT naive puede ocurrir por 
medio de cualquier celula que exprese el peptido para el receptor 
T especifico, la activacion adecuada solo se logra cuando dicha 
presentation sucede a traves de una celula presentadora profesio- 
nal, pues posee las moleculas coestimulatorias necesarias y porta 
el antigeno correspondiente desde el sitio de infection al organo 
linfoide. 
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Se ha observado que, dependiendo de la celula y del lugar de 
presentacion antigenica, el desenlace de la interaction entre la CPA 
y el LT varla. Si en condiciones no inflamatorias son las celulas en- 
doteliales sinusoidales o las de Kiipffer las que realizan la presen- 
tacion a linfocitos T circulantes o residentes en los espacios porta, 
se observa un evento tolerogenico mediado por IL-4 e IL-10. Esta 
ultima es producida no solo por las celulas de Kiipffer, sino tambien 
por LT CD4 + y tambien CD8 + regulatorias (vease mas adelante). En 
presencia de IL-10, la activation de LT promueve una disminucion 
de la citototoxicidad y de la production de citoquinas. En contraste, 
si el contexto es inflamatorio, las celulas endoteliales sinusoidales 
inhiben la expresion de moleculas del CMH y por ende disminuye el 
efecto tolerogenico asociado a la presentacion antigenica realizada 
por su intermedio. 

Por el contrario, si la celula presentadora es una dendritica 
que reside en los espacios porta, podria producirse tanto la sen- 
sibilization in situ de LT naive que infiltren el hfgado, como de 
aquellos con los que podria interactuar una vez llegada al ganglio 
linfatico regional. En base a observaciones en modelos experi- 
mentales, se ha postulado que si la presentacion ocurre en dicho 
ganglio, la actividad citotoxica de los LT sensibilizados promo- 
vera la hepatitis; por el contrario, si la sensibilization ocurre en 
el propio higado, la injuria citotoxica sera de rnenor cuantia y 
duration mas restringida. 

Si un determinado virus no infecta una CPA o si haciendolo, 
promueve un defecto en su capacidad de presentacion, la unica for- 
ma conocida de sensibilizar eficientemente LT naive consiste en el 
evento de presentacion cruzada. Se entiende por tal, a la fagocito- 
sis que, por ejemplo, un macrofago realiza de una celula infectada 
y muerta o en el proceso de estarlo, con posterior presentacion a LT 
CD8 + de peptidos virales en el contexto de las propias moleculas 
del CMH-I. El termino presentacion cruzada hace referencia a que 
clasicamente se considero que los antigenos capturados mediante 
endocitosis por las CPA eran presentados solo en el contexto de 
moleculas del CMH-II a LT CD4 + , aunque de esta forma lo ha- 
cen a LT CD8 + a traves de CMH-I. Esta forma de presentacion 
es relevante pues se asocia a un efecto slmil-adyuvante, pudiendo 
promover un viraje desde la tolerancia inmune hacia la respuesta 
inmunologica. 

Las celulas que participan en la elimination viral de los hepa- 
tocitos infectados corresponden tanto a la respuesta inmune innata 
(NK y NKT, principalmente) como adaptativa (LT CD4 + y CD8 + ). 
Se ha documentado que inicialmente se produce la liberation de 
IFN-y por un periodo limitado, lo que es seguido por la production 
de granzima B y citotoxicidad persistente. La production de IFN-y 
por LT promueve la elimination no citolitica de las celulas, y es 
responsable de la mayor parte de la elimination viral. En contra- 
partida, aquellas pocas celulas que persisten infectadas aun des- 
pues de la liberation de la citoquina mencionada son pasibles de la 
actividad citotoxica mediada por perforina/granzima B y por Fas. 
La disminucion de la production de IFN-y coincide con el aumento 
de la expresion de PD- 1 en los LT CD8 + (lo que promueve su muer- 
te al unirse a su ligando PD-L1). Dado que PD-L1 esta constituti- 
vamente expresado por las celulas endoteliales sinusoidales y las 
de Kiipffer, se ha sugerido que estas celulas modulan la actividad 
de los LT activados en el higado, evitando la perpetuation del dario 
histico. Se ha documentado que pacientes con hepatitis C aguda 
exhiben elevados niveles de PD-1 en LT, los que disminuyen en 
quienes resuelven la infection. Por el contrario, en pacientes que 
evolucionan a la persistencia viral, la expresion de PD-1 permane- 
ce elevada. En modo analogo, los pacientes con hepatitis B cronica 
exhiben elevados niveles de PD-L1 en monocitos de sangre peri- 
ferica, lo que se correlaciona con los niveles altos de IL-10, y la 
incapacidad del hospedador de limitar la infection. 

Tambien existen estructuras simil-foliculos linfoideos, que co- 
rresponden a acumulos de LB rodeados por celulas foliculares den- 


drfticas. Estos centres germinales se comportan como estructuras 
foliculares funcionales. 

Si bien las celulas T regulatorias (Treg) han sido recientemente 
asociadas a la evolution de algunas infecciones virales, su rol en 
el curso de las hepatitis virales no ha sido aun establecido de for- 
ma definitiva, aunque se cree que participan en el compromiso de 
la respuesta inmune en los pacientes infectados cronicamente por 
HBV o HCV. 

Las celulas T regulatorias pueden actuar mediante contacto ce- 
lula-celula (Treg CD4 + CD25 + Foxp3 + ) o mediante la liberation de 
citoquinas como IL-10 6 TGF-(L Dado que las Treg fiieron inicial- 
mente caracterizadas como moduladoras negativas de la respuesta 
Thl, de la actividad citotoxica, del cambio isotipico de IgM a IgG, 
y de la inmunidad de las mucosas, se postulo que podrfan favorecer 
el curso de infecciones cronicas como las que pueden producirse por 
HBV y HCV. Entre las diversas subpoblaciones T regulatorias, se 
han definido las regulatorias naturales CD4 + CD25 + Foxp3 + , las Treg 
1 o Trl (CD25* Foxp3‘ que secretan IL-10) y que son inducibles 
por antfgeno, las Th3 que secretan TFG-(3, las Treg CD8 + (CD25 + 
Foxp3 + ) y finalmente las Treg CD8 + productoras de IL-10. Se ha ob- 
servado que las Trl productoras de IL-10 estan presentes en indivi- 
duos con hepatitis C cronica pero no en quienes limitan la infection. 
En modo analogo, las Treg naturales se expresan en mayor cuantia 
en quienes padecen la infection cronica por HCV al compararse con 
aquellos que la autolimitan. Se desconoce si las Treg son la causa o 
la consecuencia de la infection cronica viral. La participation indivi- 
dual de estas subpoblaciones en la patogenesis de las hepatitis virales 
requiere aun mas estudios de investigation cllnica. 

3. Registro de hepatitis virales en Argentina 

En Argentina, los casos y brotes de hepatitis virales deben ser no- 
tificados obligatoriamente (Ley nacional 15.465) desde el estable- 
cimiento asistencial a nivel regional, y por la via pertinente a la 
Direction de Epidemiologla del Sistema Nacional de Vigilancia 
Epidemiologica (SINAVE) del Ministerio de Salud y Action So- 
cial. 

Por otra parte, cabe destacar que el "Proyecto Programa Na- 
cional de Control de Hepatitis Virales en Argentina" se ha sumado 
desde 1992 al accionar del SINAVE. Dicho proyecto fue gesta- 
do, en conjunto con el SINAVE, desde el Servicio de Hepatitis y 
Gastroenteritis, Laboratorio de Referencia, Departamento de Vi- 
rologia, Institute) Nacional de Enfermedades Infecciosas (INEI), 
Administration Nacional de Laboratorios e Institutos de Salud 
(ANLIS) "Dr. Carlos G. Malbran". Tiene como objetivo contra lar 
y conocer la incidencia de las hepatitis virales y de portadores 
de virus causantes de dicha entidad nosologica en la Republica 
Argentina, a traves de la information proporcionada por redes 
de Unidades Centinelas y redes de Bancos de sangre. Se cuen- 
ta con la participation de numerosos medicos y bioqulmicos de 
hospitales agrupados en 24 Unidades centinela que se ubican en 
9 regiones geograficas del pais: Buenos Aires (CABA, Conurba- 
no bonaerense y ciudad de La Plata), Parnpa, Patagonia, Litoral, 
Neuquen, Centro, Cuyo, Noroeste argentino (NOA) y Noreste 
argentino (NEA). 

Los datos detallados a continuation, en las Figuras 24.1.4 y 
24.1.5, fueron obtenidos del Informe Epidemiologico N° 6 (ano 
2006) del "Proyecto Programa Nacional de Control de Hepatitis 
Virales en Argentina", los que pueden ampliarse para conocer da- 
tos regionales en la pagina de Internet www.hepatitisviral.com.ar/ 
pdf/info rmeepi6.pdf. Observe el lector la significativa proportion 
de casos de hepatitis aguda asociados a la infection por HAV, 
seguida por el HBV y por una minima contribution del HCV. En 
contraposition, en los casos de hepatitis cronica registrados, pre- 
valece la infection por HCV sobre el HBV, sin casos asociados 
al HAV. 
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24.2 

Hepatitis A 

Julieta Trinks - Jose Raul Oubina 


1. Morfologi'a 

El virus Hepatitis A (HAV) -agente etiologico de hepatitis A- es el 
iinico virus del genero Hepatovirus dentro de la familia Picorna- 
viridae. Como todos los miembros de esa familia, presenta forma 
esferica, con una capside de simetria icosaedrica. No posee envol- 
tura. Mide 27 a 32 nm (Figura 24.2.1). 

2. Aspectos biologicos del virus 


) Corpus 
Editorial 


Las caracterfsticas biologicas de los Hepatovirus que los dis- 
tinguen de los otros miembros de la familia Picornaviridae son 
su hepatotropismo, la termoestabilidad a 60° C, una replication 
habitualmente lenta y no citopatica en cultivos celulares (luego 
de un periodo de adaptation prolongado), asi como una marcada 
tendencia a establecer en ellos una infeccion persistente. Debe 
destacarse que esta infeccion persistente no se produce habitual- 
mente en la infeccion humana. Los enterovirus son, en general, 
citopaticos y causan necrosis, produciendose alrededor de 1 000 
partfculas por celula. Sin embargo, la mayoria de las cepas de 
HAV no son citopaticas en cultivos celulares in vitro , y solo se 
generan unas 20 particulas por celula, sin que se presenten alte- 
raciones metabolicas. 

Ademas, el HAV es estable en el medio ambiente por al menos 
un mes y es mas resistente al calory a la inactivation por cloro que 
el poliovirus. 

Los agentes fisicos como el calor a mas de 85° C durante un 
minuto, la radiation ultravioleta de 1,1 watts durante 60 segundos, 
o bien los agentes quimicos como la fonnalina al 0,02% p/v du- 
rante 96 horas a temperature ambiente (o bien durante 12 horas en 
solution acuosa al 40%) o el hipoclorito de sodio (aplicado sobre 
las superficies infectadas en dilution 1 : 1 000 durante un minuto) 
inactivan el virus. 


3. Organizacion estructural y funcional 


La organizacion estructural de la capside y del genoma del virus se 
observan en la Figura 24.2.2. 



Figura 24.2.1. Microscopia electronica del virus de la 
hepatitis A. Fuente: Sitio web del Centro para el Control y 
Prevention de Enfermedades (CDC), Atlanta, EE.UU. 


Genoma. Esta constituido por una cadena unica de RNA de 
polaridad positiva de 7,48 kb. La organizacion del genoma viral 
(Figura 24.2.3) es similar a la del resto de los picomavirus. Consta 
de tres partes: 

1) el extremo 5’ no codificador de proteinas que abarca un 
10% del genoma (734 a 740 bases de longitud) y presenta, en lu- 
gar de una estructura de cap, una proteina especifica viral (Vpg) 
covalentemente unida. La traduction ocurre, por ende, por un 
mecanismo cap-independiente, bajo el control de un IRES (In- 
ternal Ribosome Entry Site) situado dentro del extremo 5’ no 
codificante; 

2) un marco abierto de lecture dividido en tres regiones (PI, 
P2 y P3) que codifica una unica poliproteina precursora de 2 225 
a 2 227 aminoacidos, a partir de la que -mediante clivaje pos- 
traduccional por una proteasa viral (3C pro )- se originaran cuatro 
proteinas estructurales y varias no estructurales; 

3) el extremo 3 ’ no codificante que posee una cola poli-A (40 a 
80 bases de longitud). 

La estructura secundaria de la region no codificadora es muy 
diferente de la de los enterovirus y rinovirus, y se asemeja mas a la 
de los cardiovirus y aftovirus. 

Si bien el HAV habia sido inicialmente clasificado junto a los 
enterovirus (como el Enterovirus 72) el conocimiento de su se- 
cuencia nucleotfdica ha demostrado que dentro de la familia Picor- 
naviridae su bajo contenido de G + C (38 %) es solo similar al de 
los rinovirus (39-40%). 

Diversidad genetica. El HAV presenta un alto grado de con- 
servation nucleotfdica y aminoacfdica a lo largo de todo su geno- 
ma. Sin embargo, existe suficiente diversidad genetica para agru- 
par a los aislamientos de HAV en genotipos y subgenotipos. 

Si se utiliza la region VPl/P2Apara definir genotipos y subge- 
notipos, los genotipos poseen una variabilidad nucleotfdica mayor 
al 15% y los subgenotipos del 7 al 7,5% entre aislamientos. 

Inicialmente, se detectaron 7 genotipos: los genotipos I, II, III 
y VII provenientes de aislamientos humanos y los genotipos IV, V 
y VI de origen simiano. Investigaciones recientes han reclasificado 
al genotipo VII como un subgenotipo del genotipo II. 



Figura 24.2.2. Diagrama de la estructura del virus hepa- 
titis A. * VP4 no permaneceria unido al virion, ya que no ha 
sido detectado en particulas infecciosas maduras. 
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Figura 24.2.3. Organizacion del genoma del HAV. Se senalan, en orden secuencial, los sitios de clivaje de la proteasa 
viral codificada por el gen 3C (flecha blanca) y de una proteasa celular (flecha negra). La flecha gris indica el resultado de 
una actividad proteolitica desconocida, que cliva VP4 -VP2. 


A pesar de la presencia de cepas del HAV de diversos origenes, 
existe una immmidad cruzada entre las mismas que confiere pro- 
tection contra todos los genotipos humanos y simianos. 

Se desconoce la incidencia de infecciones genotlpicas mixtas. 
Un evento de recombination intergenotlpica fue documentado por 
vez primera en 2003 en una nina hospitalizada en Francia que ha- 
bla estado de vacaciones en Marruecos, y en quien se documento 
una cepa recombinante entre los genotipos VII (actualmente un 
subtipo del II, como se menciono antes) y IB, cuyas cepas parenta- 
les circulan con alta frecuencia en esa parte de Africa. 

Protelnas. Basados en estudios con otros picomavirus, se asu- 
me que la particula viral consta de unas 60 copias de cada una de 
las tres principales protelnas estructurales codificadas por la region 
PI: VP1, VP2 y VP3. Tambien codifica una cuarta proteina de la 
capside (VP4), esencial en la formation del virion, que no se detec- 
ta en partlculas virales maduras. 

La region P2 codifica protemas no estructurales que intervienen 
en la formation del virion y la slntesis del RNA. En cambio, la re- 
gion P3 codifica a la proteina Vpg asociada al genoma viral, la pro- 
teasa viral 3C encargada del clivaje de la poliproteina precursora que 
da origen a las proteinas de la capside, y la RNA polimerasa viral. 

En particulas vacias se detecta tambien la proteina VPO (pre- 
cursor de VP2 y VP4), lo que sugiere que su clivaje se produce en 
las etapas tardlas del ensamblado viral. 

Los polipeptidos de la capside VP1 y VP3 conforman un unico 
epitope antigenico en la superficie viral capaz de desencadenar una 
respuesta de anticuerpos neutralizantes. Los antlgenos que inducen 
protection son conformacionales: ni las protelnas purificadas de la 
capside ni las proteinas recombinantes obtenidas a partir de cDNA 
poseen adecuada antigenicidad. 

Por el contrario, las partlculas vacias que se forman durante la 
infection natural son antigenicas e inducen anticuerpos protectores. 

A pesar de la heterogeneidad genetica del HAV, existe un unico 
serotipo. Esto significa que los individuos infectados por el HAV 
estan protegidos frente a una eventual reinfection en cualquier parte 
del mundo. Aunque se han detectado variantes antigenicas naturales 
del HAV en aislamientos simianos, estas cepas pueden reconocer an- 
ticuerpos humanos policlonales contra el HAV. Mas aun, chimpan- 
ces inmunizados con cepas de primates presentan una respuesta pro- 
tectora humoral ante el desaflo de la infection con HAV humanos. 

Publicaciones recientes han documentado aislamientos hu- 
manos con sustituciones aminoacidicas en la capside viral y de- 


leciones en la region antigenica inmunodominante. Algunas va- 
riantes del HAV -detectadas en Espana en hombres que tienen 
sexo con hombres- exhiben un fenotipo de resistencia a la vacuna 
especifica. Mas aun, se ha reportado la emergencia de dos nuevas 
variantes antigenicas asociadas a un brote de hepatitis A trans- 
mitido por berberechos congelados, provenientes de Sudamerica. 
Estas mutantes naturales fueron mapeadas en un epitope confor- 
mational y otro lineal de VP1. Dado que se ha documentado re- 
cientemente una significativa variabilidad genetica y antigenica 
en aislamientos de Sudamerica, se ha especulado con la posibili- 
dad de una futura emergencia de un nuevo serotipo como resulta- 
do del proceso evolutivo de las cepas de esta region geografica. 

La codification genomica, distribution en el virion y funcion 
de los distintos polipeptidos se detallan en las Figuras 24.2.2 y 
24.2.3, y en la Tabla 24.2.1, respectivamente. 

Replication. Varias caracterlsticas del ciclo de replication del 
HAV lo distinguen de los poliovirus y del resto de los picomavirus, 
ya que el correspondiente al HAV es un proceso lento que genera 
una escasa progenie. Luego de su adsorcion, el proceso de ingreso 
y desnudamiento es lento, abarcando 12 horas o mas. El periodo de 
eclipse es incomplete, probablemente por una replication asincro- 
nica. La production de la progenie viral es tambien lenta, y pueden 
requerirse 24-140 horas para alcanzar los niveles maximos en con- 
diciones especiales de cultivo in vitro. 

El HAV ingresa al hepatocito a traves de la interaction con el 
receptor celular HAVCR1/TIM1. Se produce el desnudamiento de 
la particula viral y la liberation del genoma del HAV al citoplasma, 
listo para ser traducido. 

La region 5 ’UTR (5 ’ untranslated region) inicia la traduction 
de la poliproteina precursora desde el IRES. Se ha sugerido que los 
dominios IV y V de la region 5 ’UTR son inhibidores del inicio de 
la traduction. Las mutaciones en esta region son importantes para 
determinar la adaptation de HAV a ciertos sustratos celulares. 

Sin embargo, a diferencia de los poliovirus, las mutaciones en 
el IRES poseen, como maximo, un efecto limitado en la atenuacion 
de las cepas. 

Una vez sintetizada la poliproteina, se producen multiples 
clivajes, la mayor parte de ellos mediados por la proteasa viral 
(3C). El primer evento de clivaje ocurre en la union 2A/2B. El 
precursor estructural P1-2A es subsiguientemente clivado para 
dar origen a 2 proteinas precursoras de la capside, VPO (VP4- 
VP2) y VP1-2A (tambien conocido como pX), asi como la pro- 
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teina VP3 madura. VPl-2Aes un intermediary estructural critico 
en la morfogenesis del virion, y su clivaje ocurre tardiamente por 
la action de una proteasa celular desconocida hasta el momenta 
(Figura 24.2.3). Los genomas virales delecionados a nivel de la 
secuencia de la proteina 2A no son capaces de producir particulas 
infecciosas, indicando que la misma cumple un rol esencial en el 
ensamblado de la capside. A1 igual que VP4, la proteina 2A ma- 
dura no ha podido ser detectada en celulas infectadas. Posteriores 
estudios determinaron que las proteinas no estructurales del HAV, 
excepto 2A, son esenciales en la sintesis del RNA viral. Esto res- 
ponde a que estas forman una replicasa que se une al extremo 
3’ del RNA genomico e inician, de esta manera, la sintesis de la 
cadena negativa que sera usada como templado para la sintesis de 
multiples copias del RNA genomico de polaridad positiva. 

Mostrando otra disimilitud con los poliovirus, en las celulas in- 
fectadas se produce una cantidad muy reducida de cadenas de RNA 
(-) complementarias. Se ha postulado que la rapida encapsidacion 
de las cadenas (+) podria ser la causa de un pool disminuido para la 
sintesis de las cadenas intermediarias, asi como para la traduccion 
de aquellas. 

Los posibles destinos que pueden tener estas nuevas moleculas 
incluyen ser utilizadas como templado en los procesos de sintesis 
del RNA viral o de traduccion del genoma. Mientras tanto, otras 
copias del RNA (+) son empaquetadas dentro de particulas virales 
formadas por el ensamblado de las proteinas estructurales, proceso 
que conduce al clivaje de los precursores VPl-2Ay VP4-VP2. 

4. Patogenia 


) Corpus 
Editorial 


El HAV dene como principal, aunque no unico lugar de replica- 
cion, al hepatocito y, en menor medida, a las celulas de Kiipffer. 
Tambien se ha detectado la infeccion de celulas de los conductos 
biliares y del epitelio vesicular. Algunos estudios sugieren que el 
HAV podria desarrollar una replication inicial en las celulas cripti- 
cas del intestino delgado antes de alcanzar el higado. 

Con respecto al receptor utilizado para el ingreso a la celula, se 
ha propuesto que el HAV interactua con una glicoproteina integral 
de membrana de tipo 1 constituida por un dominio simil-inmuno- 


globulina que se extiende sobre la superficie celular por un dominio 
simil-mucina, llamada HAVCR1/TIM1 . Esta proteina fue identifica- 
da por primera vez en cultivos de celulas de rinon de mono verde 
africano, detectandose posteriormente su homologa en el ser hu- 
mano. Sucesivos estudios permitieron considerarla miembro de un 
grupo de receptores altamente conservados entre los mamiferos que 
cumplen importantes funciones desde el punto de vista inmunologi- 
co: la familia TIM ( T-cell Immunoglobulin Mucin). HAVCR1/TIM1 
estarfa codificado por un importante gen de susceptibilidad al asma 
y a la atopia en humanos y desempenaria un papel esencial en la 
regulation de la diferenciacion de los linfocitos T y en la reduction 
de uniones estrechas en celulas endoteliales. 

Al cabo del periodo de incubation (aproximadamente 15-50 
dias) el HAV logra expresar masivamente su genoma y producir 
virus maduros que son excretados por los canaliculos biliares. La 
eliminacion biliar provoca una intensa virucopria (elimination de 
virus por materia fecal) de cantidad, duration y continuidad varia- 
bles, que alcanza su pico maximo antes de la injuria hepatica. La 
virucopria es acompanada por lo general por una viremia de menor 
magnitud, que si bien es habitualmente de fugaz duration, puede 
ser detectable en algunos pacientes por el termino de hasta un mes 
mediante RT-PCR, aunque este no es el procedimiento diagnostico 
habitual. 

Al final de este periodo, el individuo infectado presenta dano 
celular que se evidencia por un intenso padecimiento coloidosmo- 
tico del hepatocito, con salida del contenido celular a la sangre, in- 
flamacion hepatica y toda la presentation clinica, histologica y de 
laboratorio que se conoce como hepatitis viral. En la Tabla 24.2.2 
se mencionan las distintas posibilidades evolutivas asociadas a la 
infeccion con HAV. 

El antigeno del HAV (HAV Ag) puede tambien detectarse en 
otros tejidos no hepaticos como el bazo, nodulos linfoideos y glo- 
merulos; estos podrian desempenar algun papel en el mecanismo 
normal de eliminacion del HAV mediante la formation de inmu- 
nocomplejos especificos (HAV-anticuerpo anti-HAV). La elimina- 
cion fecal del HAV Ag se extiende por 2 a 3 semanas desde la 
elevation de las transaminasas, aunque mediante tecnicas muy 
sensibles de biologia molecular como la RT-PCR se ha determi- 
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Tabla 24.2.1. Organization del genoma del HAVy proteinas codificadas. 
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Caracteristicas 

Frecuencia 

Evolucion subclinica 

En < de 5 anos: 90-95% 

En adultos: 25-50% 

Hepatitis aguda sintomatica 

En < de 5 anos: 5-10% 

En adultos: 50-75% 

Recuperation total 
de hepatitis aguda 

99% 

Evolucion a hepatitis cronica 

No se observa 

Asociacion con 
hepatocarcinoma 

No se observa 

Mortalidad 

de los casos ictericos 

0,5% 


Tabla 24.2.2. Evolucion clinica de la hepatitis A. 


nado que dicha eliminacion puede ser mas prolongada, aun hasta 
por 3 meses desde la aparicion de la enfermedad. Esta prolongada 
excrecion viral puede contribuir a la diseminacion del HAV mas 
alia del perlodo durante el cual el paciente se mantiene en reposo 
relativo, y puede ser un factor principal en la circulacion global de 
este virus, manteniendo la hiperendemicidad de esta enfermedad 
en distintas areas del planeta. 

Las manifestaciones clinicas de la infeccion viral aparecen junto 
con la primera evidencia de respuesta inmune. Sin embargo, esto 
sucede 4 a 5 semanas despues del contagio, perlodo en el que el HAV 
se replica activamente. Estudios recientes sugieren que este hecho 
llamativo podria reflejar la capacidad del virus de interferir con los 
mecanismos celulares por los que las celulas afectadas reconocen 


la infeccion viral e inducen la sintesis de interferon-p. En el caso 
de los hepatocitos infectados con HAV, se encuentra bloqueada la 
activacion -mediada por moleculas de RNA doble cadena- del IRF- 
3 (factor regulador 3 del interferon). Este bloqueo ocurrirla, al igual 
que en el caso del HCV, mediante la alteration de dos mecanismos 
de transduction de senales que conducen a la estimulacion del IRF- 
3: la via del receptor slmil-7b// 3 (TLR-3) y la mediada por el gen 1 
inducible por acido retinoico (RIG-1) (vease Capitulo 7: Mecanis- 
mos de defensa). 

A diferencia de lo que ocurre con la inmunidad innata, la res- 
puesta de la inmunidad adaptativa frente al HAV es extremadamen- 
te efectiva en su objetivo: la eliminacion viral. 

El mecanismo responsable de la injuria hepatocelular no ha sido 
totalmente caracterizado. Sin embargo, la hepatitis por HAV parece 
estar mediada por una respuesta inmunopatologica frente a la infec- 
cion del hepatocito, y no a un efecto citopatico directo del virus. Lin- 
focitos T citotoxicos CD8 + y virus-especlficos han sido recuperados 
de muestras hepaticas obtenidas durante una hepatitis A aguda. Mas 
aun, se determino que dichas celulas secretan interferon-y, estimu- 
lante de una respuesta celular inflamatoria inespecifica dirigida al 
sitio de la replication viral dentro del hlgado. La respuesta de anti- 
cuerpos neutralizantes dirigidos contra las protelnas estructurales del 
virus (Ac anti-H AV) aparece por lo general en el suero, junto con la 
primera evidencia de elevation de las transaminasas e injuria hepa- 
tocelular. La respuesta temprana esta compuesta por IgM especifica 
(IgM anti-HAV), aunque tltulos de IgG tambien se detectan desde 
poco tiempo despues y persisten durante toda la vida; confiriendo 
as! protection contra la reinfeccion. La re-exposicion al virus de 
individuos inmunes puede generar un incremento en el tftulo de 
anticuerpos especificos, pero sin asociarse a enfermedad. Sin em- 
bargo, individuos inmunes pueden tener una transitoria reinfeccion 
intestinal, con excrecion viral en la materia fecal. 



Figura 24.2.4. Prevalencia de la infeccion por HAV en el mundo. Modificado del Centro para el Control y Prevention de 
Enfermedades (CDC), Atlanta, EE.UU. 
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Los anticuerpos de clase IgA sintetizados en el intestino apa- 
rentemente carecen de actividad neutralizante, aunque si forman 
inmunocomplejos con el virus. Prueba de ello es que puede de- 
tectarse RNA genomico en heces, aun cuando no se detecten antl- 
genos virales. Sin embargo, estos coproanticuerpos (IgA) proveen 
una proteccion local eficiente ante la infeccion del tracto intestinal 
y limitanan el curso evolutivo de esta. Su falta de actividad o in- 
suficiente cantidad probablemente determinarla los casos clmicos 
de reactivation que se observan en el 7 a 10% de las infecciones 
agudas, con elevation de aminotransferasas, reaparicion de partl- 
culas virales en materia fecal y nuevos signos clmicos de actividad 
lesional. Ademas, se ha sugerido que estos coproanticuerpos parti- 
ciparfan en la proteccion del hospedador frente a las reinfecciones. 

Tambien el sistema imnune produce anticuerpos especlficos 
contra las protelnas no estructurales del virion, aunque su rol en 
el mantenimiento de la inmunidad es probablemente menos im- 
portante en comparacion a las inmunoglobulinas dirigidas contra 
la capside viral. Esto responderia a su baja concentracion y/o au- 
sencia de capacidad neutralizante. Dichos anticuerpos han sido de- 
tectados en humanos y primates infectados, pero no en individuos 
vacunados con cepas inactivadas. 

La hepatitis fulminante (definida por la encefalopatia y una 
concentracion de Factor V < 50%) es una complication infre- 
cuente, aunque a veces fatal, cuya patogenesis molecular aun se 
desconoce. La recuperation es frecuente, aunque el trasplante he- 
patico puede ser necesario. Un polimorfismo del receptor viral 
TIM (asociado a una inusual insertion de 6 aa) predispone al fallo 
hepatico, vinculado a una mayor afinidad por el virus y a una 
mayor actividad lltica de las celulas NKT sobre los hepatocitos 
infectados. 

Se ha documentado en pacientes pediatricos de Argentina que 
el haplotipo DRB1*1301 esta significativamente asociado a un 
curso prolongado de la hepatitis A. Ello puede posibilitar la libe- 
ration prolongada de antigenos hepaticos que contribuirian -junto 
a otros genes desconocidos asociados a la susceptibilidad indivi- 
dual- al disparo de hepatitis autoinmunes. 

Los estudios pioneros que evaluaron la frecuencia y funcion 
de la poblacion CD4 + CD25 + (Tregs) en un numero limitado de 
pacientes con hepatitis A aguda documentaron que aunque su can- 
tidad es comparable al de controles sanos, su funcion esta dismi- 
nuida. 

Estudios en modelos experimentales documentaron el desarro- 
llo de hepatitis autoinmunes en hepatocitos con menor expresion 
de PD-L1, lo que acelera el dano histico. Dicha merma podria 
conducir a una actividad exagerada de LT. En modo analogo, la 
ausencia de PD en los LT produce una rapida elimination viral en 


el higado. La infection viral y los LT activados estimulan habitual- 
mente la expresion de PD-L1 en los hepatocitos, lo que a su vez 
ejerce un efecto regulatorio en la homeostasis de los LTregs. 

5. Epidemiologi'a 

Reservorio. El unico conocido es el ser humano que cursa una 
hepatitis aguda. No existen portadores cronicos sanos ni se aso- 
cia al HAV con hepatopatias cronicas. No existen evidencias de 
que los genotipos de HAV que infectan simios puedan producir 
enfermedad al hombre. Mas aun, su inoculation experimental a 
chimpances induce anticuerpos especlficos que los protegen contra 
el desafio posterior con cepas salvajes humanas. 

Fuente de infeccion. El nexo epidemiologico entre el indivi- 
duo enfermo y el susceptible es el medio ambiente: agua, alimentos 
contaminados con materia fecal o con otras secreciones o el con- 
tacto manual con utensilios o sanitarios contaminados. Las heces 
pueden contener hasta 10 s viriones por ml. Tambien se ha detecta- 
do el HAV en la saliva y en el suero en concentraciones de hasta 
10 5 /ml. Sin embargo, la transmision que no incluye la via fecal-oral 
es muy infrecuente. La virucopria es maxima durante la ultima fase 
del perlodo de incubation, y persiste en adultos por un perlodo 
menor a una semana despues de comenzada la ictericia. Como con- 
trapartida, y como se menciono anteriormente, se ha detectado vi- 
rucopria hasta tres meses despues de la aparicion de la enfermedad. 
En ninos prematures que se infectan con HAV, la excretion viral 
puede prolongarse intermitentemente hasta 6 meses. 

Entre los alimentos que pueden transmitir el HAV se encuen- 
tran las verduras frescas, frutillas, moras, grosellas y bebidas con 
hielo. Sin embargo, merecen mencionarse especialmente las ostras 
bivalvas por su capacidad de filtrar hasta 45 litres de agua/hora y 
porque el HAV puede permanecer viable en el agua entre 3 y 10 
meses. 

Vlas de transmision. La diseminacion del HAV se produce 
principalmente a traves de las heces, existiendo una distribution 
mundial del virus. El ciclo ano-mano-boca ha sido clasicamente 
propuesto como la mas probable via de transmision. 

La transmision mas frecuente se produce mediante el contacto 
de persona a persona, como se observa en convivientes de indivi- 
duos con hepatitis A y entre ninos que acuden a centres de cuidado 
diario. Los ninos presentan la mas alta tasa de prevalencia de la 
infeccion. 

Otras vias de contagio documentadas incluyen los viajes a 
areas endemicas, el consumo de agua o alimentos contaminados 


Endemicidad del HAV 

Regiones incluidas 

Promedio de edad de 
presentacion en anos 

Muy alta 

Africa, Medio Oriente, Sudeste asiatico, 
Bolivia, Paraguay, Ecuador y Mexico 

< 5 

Alta 

China, Brasil, Colombia, Venezuela, Peru, 
Chile y Argentina 

5a 14 

Intermedia 

Algunas regiones de Medio Oriente y 
Europa del este 

5 a 24 

Baja 

Australia, Estados Unidos, Canada y 
Europa occidental 

5 a 40 

Muy baja 

Norte de Europa y Japon 

>20 


Tabla 24.2.3. Los cinco patrones geograficos de la infeccion por HAV. 
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(altamente vinculado con la aparicion de brotes epidemicos) y, solo 
muy excepcionalmente, la transfusion de sangre y sus derivados. 

Existen reportes de brotes epidemicos de HAV entre usuarios 
de drogas ilfcitas en America del Norte y Escandinavia atribuidos 
a la contamination fecal de las drogas y al contacto de persona a 
persona. 

El sorprendente hallazgo de alta incidencia de hepatitis A en 
hombres homosexuales sugeriria la posible transmision sexual, 
aunque mas probablemente esos casos podrlan atribuirse a la trans- 
mision fecal-oral durante el contacto oro-anal. 

Prevalencia e incidencia. La detection de anticuerpos especf- 
ficos ha permitido describir la presencia de esta virosis en casi todo 
el mundo, aunque las tasas de infection son muy diferentes en los 
diversos paises. Son muy altas en paises tropicales y subtropicales, 
donde a los factores climaticos se agregan los socioeconomicos 
por su defmitiva influencia en los bajos niveles sanitarios. Asi, por 
ejemplo, la enfennedad es de baja incidencia en los paises escan- 
dinavos (Suecia exhibe 100 casos por cada 100 000 habitantes y 
una seroprevalencia del 2%), aunque estos valores se incrementan 
hacia el sur de Europa. En America, la tasa se incrementa de norte 
a sur en el hemisferio norte y a la inversa en el hemisferio sur. Por 
ejemplo, la poblacion argentina presenta 560 casos por cada 100 
mil habitantes y 70% de positividad para anticuerpos anti-HAV, 
mientras que en Belice la tasa de ataque es de 850 a 1 200 casos por 
100 000 habitantes y la seroprevalencia es mayor al 95%. 

El estudio de seroprevalencia para HAV segun la edad ha per- 
mitido establecer cinco patrones de infection en distintas areas 
geograficas del mundo (Figura 24.2.4 y Tabla 24.2.3), que se corre- 
lacionan con el nivel socioeconomico y las condiciones de higiene 
respectivas. En los paises mas pobres, la infection ocurre en eda- 
des mas tempranas, y se observa que casi todos los ninos menores 
de 10 anos exhiben anticuerpos. Sin embargo, la enfermedad por 
HAV no es comun. Por el contrario, a medida que las condiciones 
de higiene mejoran, la infection se produce a una edad mas avan- 
zada, con lo que se incrementa la incidencia de enfermedad clinica, 
senalando ello que en este tipo de paises el contacto personal con 
un individuo infectado es mas importante que la diseminacion ma- 
siva del virus. 

El HAV es responsable en el mundo de 1,4 millones de casos 
de hepatitis aguda por ano, los que pueden ser esporadicos o formar 
parte de brotes epidemicos de torpida evolution y relacionados con 
la ingesta de agua o alimentos contaminados. En Argentina, los 
brotes epidemicos se observan durante los meses de otono e invier- 
no (Figura 24.2.5). 


El mejoramiento de los estandares sanitarios y de la calidad de 
vida a nivel mundial ha logrado que la prevalencia de la inmunidad 
anti-HAV se este reduciendo en diversas areas geograficas. Ello, 
paradojicamente, podria significar un riesgo para la Salud Publica de- 
bido al menos a tres factores: 1) la poblacion de dichas areas carece de 
la protection conferida por los anticuerpos neutralizantes generados 
por la infection natural; 2) las infecciones se producen a mayor edad 
de los individuos tomandose habitualmente sintomaticas; y 3) la talta 
de cobertura de la vacuna especifica, por razones actuales de costo. 

Epidemiologia molecular. Los genotipos de HAV presentan 
una distribution mundial caracteristica. Los genotipos I y III son 
los mas prevalentes a nivel mundial. El subgenotipo IA es mas fre- 
cuente que el IB. 

En Argentina, sucesivos estudios filogeneticos de mas de 
un centenar de secuencias nucleotidicas de aislamientos obteni- 
dos de casos esporadicos y brotes epidemicos permitio incluir- 
las principalmente dentro del subgenotipo IA y agruparlas en 
2 clusters, sin observarse un patron de distribution geografica 
caracterfstico. 

Control. Conociendo que el momenta de maxima infectividad 
se observa en los dias previos al perlodo de estado y no mas alia 
de 8 a 10 dias de aparecidos los sintomas y signos clinicos, es de 
fundamental importancia el cuidado de la higiene, en especial de 
las excretas. 

El simple hecho de hervir durante 5 minutos un recipiente de 5 
litros de agua con dos cucharadas soperas de hipoclorito de sodio 
concentrado es un procedimiento recomendado en zonas endemi- 
cas para descontaminar el agua a ser utilizada como vehiculo de 
diversos alimentos, o bien como bebida. 

Debe destacarse la necesidad de un diagnostico precoz de los 
pacientes en la fase preicterica (de maxima infectividad) ya que la 
contagiosidad es tambien maxima. Es fundamental tener presente 
que existen formas anictericas u oligosintomaticas que tambien son 
fuente de diseminacion viral. Detectado el foco, debera impedirse 
aquella evitando el paciente la concurrencia a sitios favorables para 
la propagation como piletas, guarderfas o colegios. Esta medida 
debe prolongarse durante 20-30 dias a partir del inicio de la sin- 
tomatologfa. 

Es aconsejable suministrar la information necesaria a pacien- 
tes y contactos con relation al mecanismo de transmision de la 
enfermedad. 

Desde el ano 2005, en Argentina, se ha sumado a estas premi- 
sas la incorporation de la vacuna inactivada contra el HAV (admi- 
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SEMANAS 

Figura 24.2.5. Hepatitis virales en la Argentina: notification semanal en 1989. Casos notificados en 52 semanas epidemio- 
logicas: 22 400. Observese la mayor incidencia durante los meses de otono e invierno, caracteristica de las infecciones por HAV. 
(Datos proporcionados por la Direccion de Epidemiologia del Ministerio de Salud yAccion Social de la Republica Argentina). 
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nistrada en una unica dosis a los 12 meses de edad) al Plan Natio- 
nal de Vacunacion. 

6. CUADRO CUNICO 

La infection causada por HAV en el ser humano puede producir un am- 
plio rango de formas cllnicas que varian entre cuadros asintomaticos 
hasta hepatitis fulminante severa y fatal. En general, la aparicion de ma- 
nifestaciones cllnicas asociadas a la infection por HAV tiende a aumen- 
tar con la edad. En la mayorfa de los casos, la infection es autolimitada. 

En menores de 6 anos, la mayoria de las infecciones (70%) son 
asintomaticas, y si la enfermedad ocurre, es usualmente anicterica. 
En menores de un ano la infection es casi siempre subclmica. En 
ninos mayores y adultos, la infeccion es usualmente sintomatica 
con ictericia en mas del 70% de los pacientes. 

Despues de un periodo de incubation que varia entre 15 a 50 
dlas, los individuos infectados presentan manifestaciones inespe- 
tificas (fiebre, anorexia, astenia) seguidas por signos y sintomas 
gastrointestinales (dolor abdominal, ictericia, coluria, acolia) que 
se extienden por un periodo superior a los dos meses. 

No existen datos que avalen una forma de presentation croni- 
ca o persistente. Sin embargo, 15 a 20% de los pacientes pueden 
manifestar una enfermedad prolongada o inclusive recaidas de 6 
meses de duration. 

La hepatitis fulminante es una complication inusual de la infec- 
tion por HAV. El riesgo de falla hepatica aguda es del 0,015 al 0,5%, 
aunque puede verse incrementado entre individuos adultos con en- 
fermedad hepatica cronica subyacente. 

7. Diagnostic*) 


) Corpus 
Editorial 


El diagnostico presuntivo se basa en tres elementos fundamenta- 
les: a) la clinica con el clasico dolor epigastrico, anorexia, astenia, 
hepatomegalia y a veces esplenomegalia; b) el laboratorio clmico 
con la coluria, acolia, hipertransaminasemia con o sin hiperbilirru- 
binemia; y c) la epidemiologia donde la notion de foco o caso m- 
dice no es diflcil de poner de manifiesto con una buena anamnesis. 

Simultaneamente con la aparicion del dano hepatico, se detectan 
anticuerpos circulantes anti-HAV de clase IgM contra las protemas de 


la capside, los que pueden inclusive preceder la aparicion de los signos 
clmicos. Como en casi todas las infecciones virales, la elevation de 
la IgM espetifica constituye un claro signo de infection aguda. Por 
lo tanto, la fonna mas simple de realizar un diagnostico de certeza es 
intentar la detection de IgM anti-HAV tan pronto como sea posible, 
durante el curso evolutivo de la infeccion (Figura 24.2.6). Para ello, la 
tecnica de enzimoinmunoensayo (ELISA) es la mas apropiada. 

La IgM anti-HAV alcanza su titulo maximo en 3 semanas y tie- 
ne valor diagnostico si posee alto titulo durante los primeros 30-40 
dias, pudiendo prolongarse su presencia hasta 3 a 6 meses despues 
de la infeccion aguda. 

La elevation del nivel serico de IgG anti-HAV se produce 
mas lentamente, aunque aparece casi al mismo tiempo o muy 
poco despues de la IgM espetifica. Esa IgG es detectable durante 
periodos prolongados: por anos o toda la vida en zonas endemicas 
(Figura 24.2.6). 

La infeccion por HAV pasada o resuelta se diagnostica median- 
te la detection de IgG anti-HAV. Sin embargo, los equipos comer- 
ciales disponibles solo detectan anti-HAV totales (incluyendo anti- 
cuerpos IgG e IgM). Por lo tanto, la presencia de anti-HAV totales 
en ausencia de IgM espetifica puede ser utilizada para diferenciar 
infecciones pasadas de aquellas en curso. 

En los individuos inmunes al HAV que vuelven a exponerse 
al virus, solo podra observarse una elevation en el titulo de la IgG 
anti-HAV, sin replication viral, y se ha demostrado que la inmuni- 
dad espetifica protectora persiste toda la vida. 

IgG e IgA anti-HAV pueden ser detectadas en suero, saliva, ori- 
na y materia fecal. Varios estudios han demostrado los beneficios 
del testeo de la saliva, en reemplazo del suero, como herramienta 
de tamizaje util en estudios epidemiologicos o durante brotes epi- 
demicos debido a la sencillez de la recoleccion de la muestra. Sin 
embargo, la sensibilidad de las tecnicas utilizadas en la detection 
de anti-HAV en saliva es de 1 a 3 unidades log 10 inferior en compa- 
racion con aquellas que analizan muestras sericas. 

Los metodos de diagnostico virologico indirecto mencionados 
son los mas comunmente utilizados en la practica rnedica de rutina. 
Sin embargo, es posible contar con metodos directos que son de 
election para aquellos que intervienen en proyectos de investiga- 
tion basica, epidemiologicos o ambientales. 


Clfnica 



Semanas post-infeccion 

Figura 24.2.6. Hepatitis A aguda sintomatica. Modificado del Centro para el Control y Prevention de Enfermedades 
(CDC), Atlanta, EE.UU. 
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El virus puede detectarse en la materia fecal en el perfodo pro- 
dromico, 3 a 4 dias antes de la aparicion de los signos clinicos, 
como consecuencia de la intensa virucopria. Existe con frecuencia 
un paso viral muy fugaz por la sangre, aunque como se menciono 
anteriormente, en algunos casos el RNA viral puede persistir detec- 
table hasta un mes mediante RT-PCR. Elio significa que la via mas 
importante de transmision es la materia fecal durante los primeros 
7 a 10 dias de enfermedad y especialmente en los 3 6 4 dias previos 
a su aparicion. 

La busqueda de partfculas virales en las heces mediante mi- 
croscopia electronica e inmunomicroscopia electronica tiene gran 
importancia en instancias epidemicas o en estudios de grupos 
cerrados. Ademas, el antigeno viral puede ser detectado en mate- 
ria fecal, cultivos celulares y muestras ambientales por medio de 
ELISA. Si bien la viremia del HAV ha sido documentada, la detec- 
tion del antigeno viral en suero es dificultosa ya que la fibronec- 
tina puede unirse al HAV y enmascarar determinantes antigenicos 
claves en el proceso de detection inmunologica. Ademas, recuerde 
el lector que la viremia es transitoria. 

Para el diagnostico del HAV, las tecnicas basadas en la detec- 
tion de acidos nucleicos son mas sensibles que el inmunoensayo 
para el antigeno viral. En la actualidad, la mas ampliamente utili- 
zada es la RT-PCR para muestras clinicas, ambientales (agua) o 
alimentos que se presumen contaminados con el HAV. 

La PCR acoplada a un paso previo de transcription inversa, as! 
como sus variantes multiplex y real time (a tiempo real), constituyen 
la tecnica mas sensible en la actualidad para la detection y amplifica- 
tion de pequenas concentraciones del genoma del HAV. La secuen- 
ciacion nucleotfdica de los productos de PCR confirma la especifi- 
cidad de los mismos y brinda la posibilidad de asignar el genotipo 
a cada aislamiento. Sin embargo, esta tecnica solo se debe solicitar 
para el diagnostico virologico ante pacientes que exhiban un defecto 
en la respuesta humoral, ya que la detection de IgM especffica anti- 
HAV constituye el procedimiento de election. 

8. Profilaxis 

Inmunizacidn activa. En la actualidad, se encuentran disponibles en 
el mercado cuatro tipos de vacunas a virus inactivado contra el HAV. 
Se caracterizan por su seguridad y efectividad al ser altamente inmu- 
nogenicas y proveer protection contra la infection por un perfodo 
prolongado de tiempo (alrededor de 20-25 anos). Dicha protection 
se confiere a partir de la cuarta semana de la administration de la 
primera dosis. 

Se han desarrollado dos vacunas a virus inactivado con formal- 
dehido (Havrix®, SmithKline Beecham, y Vaqta®, Merck), utilizan- 
do como semilla el virus aislado de un individuo infectado (cepa 
HM-175) y luego propagado en fibroblastos diploides humanos. 

La suspension de partfculas virales completas es obtenida me- 
diante lisis celular y posterior purification por ultracentrifugacion 
y cromatograffa en gel. El virus es entonces inactivado con for- 
maldehido. La preparation comercial utiliza hidroxido de aluminio 
como adyuvante. 

Estas vacunas son altamente inmunogenicas e inducen tftulos 
de anticuerpos neutralizantes mas elevados que los obtenidos me- 
diante administration pasiva de imnunoglobulinas. Mas del 99% 
de los adultos vacunados responde a la inmunizacion activa. Un 
resultado similar se ha obtenido en ninos vacunados. 

En el caso particular de Havrix®, se administran 720 U de 
ELISA por dosis a los 0, 1 y 6 meses de iniciada la vacunacion. No 
se ha observado diferencia alguna segun el sexo o la edad de ninos 
vacunados. Esta vacuna ha demostrado un 100% de eficacia al ad- 
ministrarse una unica dosis en brotes epidemicos. Mas aun, es la 
unica vacuna especfficamente indicada para la inmunizacidn activa 
contra el HAV en pacientes con hepatopatfas cronicas. 

Debido al elevado numero de casos de hepatitis A registrados 
en los anos 2003 y 2004 en la Argentina, se ha incorporado la vacu- 
nacion especifica al calendario nacional desde 2005. Se encuentra 
indicada a todos los ninos de 12 meses de edad la administration 


intramuscular de una unica dosis de vacuna anti-hepatitis A. Elio 
genera al cabo de un periodo de aproximadamente 14 dias una res- 
puesta inmune protectora en el 91,6 al 96,8% de los vacunados. 
Estudios realizados en nuestro pafs lograron documentar que la 
incorporation de dicha vacuna al calendario nacional, posibilito 
disminuir un 80% el numero de casos ambulatorios y hospitaliza- 
dos reportados; asi como un 100% la tasa de hepatitis fulminante 
atribuible a este virus y, consiguientemente, la indication de tras- 
plante hepatico en ninos. 

Se recomienda la administration de una segunda dosis de vacu- 
na al cabo de 6 meses de aplicada la primera. Este refuerzo pennite 
alcanzar virtualmente un 100% de respuesta inmune en los asi va- 
cunados y la persistencia mas duradera de anticuerpos especfficos. 
Sin embargo, esta segunda dosis no integra el calendario nacio- 
nal de vacunacion en nuestro pafs como ocurre en otros pafses del 
mundo con vacunacion universal masiva contra esta enfermedad. 

Una vacuna combinada anti-HAV-HBV (Twinrix®, SmithKline 
Beecham) es comercializada desde 1997. Esta compuesta de 720 U 
de ELISA de la vacuna Havrix® y 20 pg del antigeno de superficie 
del HBV (Engerix®-B), y tambien utiliza hidroxido de aluminio 
como adyuvante. Se encuentra indicada para individuos desde el 
ano de edad y se administra en 3 dosis (0, 1 y 6 meses). En un 
estudio, la inmunogenicidad de esta vacuna combinada ha sido 
comparada con la inmunogenicidad de cada vacuna aplicada por 
separado. Se recomienda la aplicacion de Twinrix® en individuos 
con riesgo de contraer tanto HAV como HBV. 

Cerca de la totalidad de los vacunados con cualquiera de estas 
tres vacunas desarrollaran titulos de anticuerpos protectores dentro 
del mes de recibir la primera dosis. Sin embargo, no se ha determi- 
nado su seguridad en embarazadas. 

Al tratarse de vacunas a virus inactivado, no existe riesgo algu- 
no en el momento de administrarla a individuos inmunosuprimidos 
aunque por razones obvias, estos pueden ser menos respondedores. 

En estos tres casos, la via de administration es intramuscular. 
Los efectos adversos son rmnimos: dolor local (30%), induration 
local (18%), y dolor del brazo (1,7%). 

Una cuarta vacuna (Epaxal®, Bema) fue desarrollada en Suiza 
y actualmente se comercializa en ese pafs y en la Argentina. Se ca- 
racteriza por la incorporation de partfculas virales inmunogenicas, 
purificadas de cultivos de celulas diploides humanas e inactivadas 
con formaldehfdo asociadas al interior de virosomas de influen- 
za reconstituidos e inmunopotenciadores. Los virosomas han sido 
desarrollados como una altemativa frente al uso del hidroxido de 
aluminio como adyuvante. Por lo tanto, Epaxal® no se asocia a los 
efectos adversos locales propios de las vacunas arriba menciona- 
das y constituye la primera vacuna anti-HAV libre de aluminio del 
mercado. 

Los virosomas se obtienen luego de purificar la hemaglutinina 
(HA) y neuraminidasa (NA) de la cepa A/Singapur6/68 del virus de 
la influenza humana y mezclarlas con glicoprotefnas de superficie 
que contienen fosfolfpidos naturales y sinteticos. Despues de remo- 
ver el agua con detergentes, espontaneamente se forman los viro- 
somas, que son estructuras esfericas de 150 a 200 nm de diametro 
compuestas de una bicapa fosfolipfdica con moleculas intercaladas 
de HA y NA. En el caso de Epaxal®, las partfculas de HAV se unen 
electrostaticamente a los virosomas. 

La HA de los virosomas, mediante su interaction con los re- 
ceptores de las celulas inmunocompetentes, facilita la generation 
de la respuesta inmune frente al HAV inactivado. Se ha demostrado 
que una unica dosis intramuscular de Epaxal® es segura, bien tole- 
rada y altamente inmunogenica, logrando una eficacia del 84,6% 
en las primeras 6 semanas desde la vacunacion y del 100% despues 
de esta. En comparacion con las vacunas con aluminio, Epaxal® 
posee igual eficacia pero menor riesgo de efectos adversos. 

La utilization de variantes atenuadas propagadas en celulas 
AGMK (rinon de mono verde africano), MRC-5 6 en fibroblastos 
diploides, luego de su aislamiento a partir de heces humanas o lue- 
go del pasaje en mono titi, permitio producir en China la primera 
vacuna atenuada contra el HAV. La administration oral no resulto 
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ser efectiva, por lo tanto se prefiere la via subcutanea en dos dosis a 
los 0 y 12 meses logrando as! mantener la protection del 98% de los 
vacunados despues de pasados 8 anos desde su administration. Se 
elimina por materia fecal en bajas concentraciones. 

Inmunizacion pasiva. Se ha demostrado en multiples ocasio- 
nes el valor de la inmunoglobulina estandar (tambien denominada 
normal) en el control de brotes de la infeccion en grupos especifi- 
cos de poblaciones, ya que puede reducir la incidencia de hepatitis 
A hasta en un 90%. Puede administrarse antes o despues de la ex- 
posicion, siendo mas efectiva en el primer caso. 

La administracion intramuscular de esta inmunoglobulina -so- 
lution al 16% en dosis de 0,02-0,06 ml/kg- antes de la exposicion 
al virus o en etapas tempranas del perlodo de incubation (dentro 
de las dos primeras semanas desde la exposicion) puede evitar o 
atenuar la enfermedad clinica sin que impida necesariamente la in- 
feccion ni la excretion del virus. 

La administracion de Ig estandar antes de una exposicion po- 
tential al virus ha sido indicada en paises con baja tasa de infec- 
cion (por ejemplo, los escandinavos) especialmente en el caso de 
viajeros a zonas endemicas de otros paises, teniendo en cuenta la 
prevalencia de las infecciones por HAV en dicha area, las condi- 
tions sanitarias en el lugar y el tiempo de la estadla. Tambien, se 
encuentra indicada en individuos alergicos a alguno de los cornpo- 
nentes de la vacuna. 

Con particular enfasis debe senalarse que las indicaciones de la 
Ig estandar luego de la exposicion son muy restringidas. Se acepta, 
en general, que en paises de baja prevalencia deberfa limitarse a 


familiares y contactos sexuales de pacientes con hepatitis aguda 
y a personal que atiende centres de cuidado asistencial. Ante la 
simultanea exposicion a una fuente comun de contagio, y si como 
consecuencia de ello hubieran comenzado a producirse casos clfni- 
cos, no debe indicarse el tratamiento con Ig al resto de las personas 
expuestas. 

La profilaxis pasiva es segura para adultos, ninos, mujeres em- 
barazadas o en periodo de lactancia e individuos inmunosuprimi- 
dos. Sin embargo, se encuentra en desuso ante la alta efectividad 
de la profilaxis activa. Otra razon que desestima su election es que 
brinda un periodo de proteccion de duration limitada (6 meses), 
dejando a los individuos susceptibles frente a una nueva exposicion 
al agente. Por lo tanto, deberfa ser readministrada para mantener su 
efectividad y asegurar una proteccion continua lo que, obviamente, 
es anti-economico comparado con la profilaxis activa. Ademas, la 
inmunoglobulina estandar puede interferir con la respuesta inmune 
frente a vacunas a virus vivos y atenuados, como la vacuna contra 
la varicela o la triple viral. Como consecuencia, la Organization 
Mundial de la Salud (OMS) propone retrasar su administracion dos 
semanas desde la vacunacion. Por otra parte, tambien se sugiere 
posponer la triple viral por lo menos 3 meses y la anti-varicela 5 
meses desde la aplicacion de la gammaglobulina estandar. 

Si bien la hepatitis A consiste en una enfermedad henigna que 
no evoluciona hacia la cronicidad y que causa una mortalidad 
menor al 1%, el lucre cesante que produce debido a su evolution 
prolongada, especialmente en adultos, la convierte en una enferme- 
dad con repercusiones socioeconomicas y laborales en el mundo 
entero. 
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24.3 

Virus Hepatitis B 
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A1 comienzo de la decada de 1940, se hablan acumulado suficien- 
tes evidencias epidemiologicas que sugerian la existencia de una 
segunda forma de transmision de hepatitis viral: a la sospechada 
via de transmision oral, se sumaba una forma de transmision pa- 
renteral. El significado mibtar que esas hepatitis tuvieron durante 
la Segunda Guerra Mundial indujo la multiplicacion de esfuerzos 
en investigacion, particularmente en EE.UU. e Inglaterra. Los re- 
petidos fracasos en los intentos de encontrar animales susceptibles 
u otros metodos de laboratorio que permitieran el aislamiento y la 
propagacion virales condujeron a la realization de estudios con- 
trolados de transmision humana que establecieron firmemente la 
distincion epidemiologica y etiologica entre la hepatitis A (llamada 
entonces infecciosa) y la B (denominada serica), la ausencia de in- 
munidad cruzada y el amplio espectro de manifestaciones clmicas 
resultantes de la infection por cada uno de los virus homonimos. 

1. Morfologi'a 

Los estudios de microscopia electronica de preparaciones parcial- 
mente purificadas del HBV provenientes de suero humano dernos- 
traron tres tipos de particulas (Figura 24.3.1Ay IB): 1) partfculas 
de 42 nm doblemente cubiertas, denominadas de Dane (en home- 
naje a su descubridor) y que constituyen el virion intacto; 2) esfe- 
ras de 22 nm, habitualmente presentes en 1 0 3 - 10 6 veces en exceso 
con relacion al numero de viriones; y 3) filamentos de 22 nm de 
diametro y de longitud variable (hasta 250-300 nm). Estas dos ul- 
timas formas subvirales del E1BV son partfculas envueltas vacfas, 
por lo que al carecer de acido nucleico no son infecciosas. 

2. Organizacion estructural y funcional 

2.1 Introduccion 

La envoltura del HBV es una estructura macromolecular compleja 
constituida casi exclusivamente por lipidos derivados de las mem- 
branas intemas de las celulas infectadas, carbohidratos (en forma de 
oligosacaridos A-unidos a glicoproteinas) y tres glicoproteinas vira- 
les relacionadas: pre-Sl o L HBs Ag (L: large: grande), pre-S2 o M 
HBs Ag (M: middle: mediana) y S o S HBs Ag (S: small: pequena), 
siendo esta ultima el principal componente de la envoltura viral. 

La proteina S, tambien conocida como antigeno de superficie del 
HBV (HBs Ag) es una proteina pequena de 226 aminoacidos (aa) y 
la mas abundante de las tres. Es en funcion de su abundancia relativa 
que al HBs Ag tambien se lo designa como antigeno "principal". 

La abundancia relativa de las protefnas de envoltura pre-Sl, 
pre-S2 y S alcanza un 20%, 10% y 70%, respectivamente, tanto 
en las particulas infecciosas (particulas de Dane) como en las no 
infecciosas filamentosas. En las particulas no infecciosas esfericas 
los porcentajes respectivos: son 1%, 10% y 89%. Estas formas sub- 
virales del HBV son altamente inmunogenicas e inducen eficiente- 
mente la formation de anticuerpos neutralizantes anti-HBs. Estas 
particulas esfericas no infecciosas purificadas, provenientes del 
plasma de pacientes cronicamente infectados con HBV, constitu- 
yeron el sustrato con el que se elaboro la primera vacuna obtenida 
contra la hepatitis B. 

La remocion artificial de la envoltura de la particula de Dane 
con detergentes no ionicos libera una nucleocapside o core de 27 


nm, cuyo principal componente es una fosfoproteina de 22 kDa 
que constituye el antigeno del core o HBc Ag. Asociada a la nu- 
cleocapside, se encuentra la DNA polimerasa viral. Esta proteina 
contiene cuatro dominios: una region amino- terminal (protef- 
na terminal o PT) unida por un brazo espaciador a un dominio 
con actividad de transcriptasa inversa / DNA polimerasa y a 
un cuarto dominio que contiene actividad de RNAsa-H (Figu- 
ra 24.3.2). Tambien asociada a la nucleocapside se encuentra una 
proteina multifuncional transactivadora: es la proteina X. Un pro- 
ducto de clivaje del polipeptido pre-core se conoce como proteina 
e, y el antigeno respectivo HBe Ag (veanse proteinas virales). Esta 
proteina no esta asociada a la particula viral; existe fibre en cir- 
culation en forma soluble. En el interior de la nucleocapside esta 
localizado el genoma viral. 

2.2 Genoma 

El genoma del HBV es caracteristico e inusual, ya que su DNA 
adopta una configuration circular laxa, es parcialmente doble 
catenario y el mas pequeno de los virus a DNA. Posee dos asime- 
trias que lo distinguen de todos los genomas virales no pertene- 
cientes a la familia Hepadnaviridae. La primera asimetria esta 
referida a la longitud de sus dos cadenas de DNA. Una de ellas 
consiste en una unidad Integra de longitud, mientras que la otra es 
menor que esa unidad y su extension varia entre un 20-80 % con 
relacion a la primera. La cadena mas larga (L: long) posee una 
secuencia nucleotidica complementaria a la del RNA mensajero 
viral, y por convention se la designa como de polaridad negativa o 
cadena (-). Consecuentemente, la cadena mas corta (S: short) tiene 
polaridad positiva y se la designa indistintamente (+). La cadena (-) 
posee los extremos 5’ y 3’ fijos, mientras que la cadena (+) exhibe 
el extremo 5’ fijo y el 3’ en position variable, difiriendo tanto en 
viriones de un mismo origen como en los obtenidos de una mis- 
ma semilla viral. La segunda asimetria genomica ocurre en el 
extremo 5’ de ambas cadenas, en donde a la cadena (-) se le une 
covalentemente la proteina terminal (codificada por el dominio PT 
de la polimerasa viral), y a la cadena (+) se le une un oligorribo- 
nucleotido de 18 bases de longitud proveniente del RNApregeno- 
mico (RNApg). Estas asimetrias estan mtimamente vinculadas al 
fascinante modo de replication del HBV. 

La cadena L (-) posee 3182-3221 nucleotidos, mientras que la 
cadena S (-) varia en su longitud y alcanza en algunos casos las 
2800 bases. 

La cadena L (-) no fonna un circulo cerrado: existe una inte- 
rruption ubicada en un lugar fijo, a menos de 300 bases del extre- 
mo 5’ de la cadena S (+). 

A pesar de que ninguna de las dos cadenas del genoma viral 
forma un circulo cerrado, la circularization genomica esta mante- 
nida por una secuencia terminal cohesiva delimitada por el extre- 
mo 5’ de la cadena S (+) y el sitio de interruption de la cadena L 
(-), secuencia que se extiende por 224 pb que son complementarias 
(Figura 24.3.3). 

En el genoma del HBV existen cuatro marcos abiertos de 
lectura (MAL = ORF : del ingles Open Reading Frame) principa- 
les y superpuestos entre sf: 1) el de la nucleocapside o core, que 
codifica las proteinas pre-core y core; 2) el de la envoltura, 
que codifica las proteinas de envoltura pre-Sl, pre-S2 y S; 3) el 
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Figura 24.3.1. A. Virus hepatitis B. La microfotografia electronica muestra tres tipos de estructuras: particulas subvirales 
esfericas y filamentosas, y particulas (infectivas) de Dane. El core de 27 nm es visible en varias particulas de Dane (De 
Ford E. y Gerin J. 100.000 X). B. Diagrama de las estructuras exhibidas en el panel A (no mostradas en escala). pdc: 
parcialmente doble cadena. 


de X, que codifica la proteina X (o HBx Ag); y 4) el de Pol (o 
tambien designado P), que codifica la polimerasa viral. Estos 
cuatro ORFs se encuentran codificados por la cadena L (-). Un 
ORF es una secuencia de codones potencialmente traducibles en 
aminoacidos, sin codones de terminacion en su interior. En estos 
ORFs residen los genes que codifican todas las proteinas virales. 

El ORF que codifica la polimerasa viral se yuxtapone (aunque 
fuera de fase) con los otros tres ORFs anterionnente mencionados. 
Esto adquiere relevancia cuando ocurren mutaciones en la secuen- 
cia que codifica para el HBs Ag (por ejemplo, como consecuencia 
de la presion de seleccion inducida en el hospedador por la inmu- 
noprofilaxis especlfica), ya que dichos cambios nucleotidicos se 
producirfan tambien en la secuencia de la polimerasa viral, tradu- 
ciendose o no en un cambio aminoacrdico. De la misma manera, 
cambios nucleotidicos en la polimerasa viral (por ejemplo; como 
consecuencia de la presion de seleccion de la terapia con antivi- 
rales) pueden tener implicancias mas o menos importantes en las 
proteinas de la envoltura. 

Los procesos transcripcionales del genoma del HBV estan re- 
gulados por dos potenciadores o enhancers (enhl y enhll), cuatro 
promotores (el promotor del core, el de pre-S2/S, el de pre-Sl y 
el de X), un elemento silenciador (silencer element), un elemento 
de respuesta a glucocorticoides (ERG), y un elemento CCAAT 
(que es una caja de inicio de la transcripcion). 

Un enhancer es un elemento regulatorio capaz de activar la 
transcripcion de genes homologos o heterologos en un modo in- 
dependiente de la orientacion y posicion (corriente arriba -ups- 
tream- o corriente abajo -downstream-) del promotor. Elio se 


logra mediante una actividad en cis que incrementa la utilizacion 
de (ciertos) promotores. Un promotor es una region de DNA in- 
volucrada en la union de la enzima RNA polimerasa para iniciar la 
transcripcion. Un elemento de respuesta es una secuencia nucleo- 
tidica que promueve la respuesta de un gen (o grupo de genes) a 
factores regulatorios de transcripcion, que puede estar localizado 
en el promotor o en un enhancer. Esto ultimo se observa con el 
ERG detectado en el genoma del HBV, que se localiza corriente 
abajo del enhl. Un elemento silenciador es una secuencia nucleo- 
trdica que disminuye la expresion genica mediante su interaccion 
con proteinas represoras celulares; dicha secuencia ejerce en cis 
sus efectos en un modo dependiente de la localizacion pero inde- 
pendiente de su orientacion. 

Entre el marco de lectura abierto de la envoltura y el del X 
existe un enhancer que regula la transcripcion de todos los RNAm 
del HBV, incluido el RNApg, denominado enhl. Este enhl esta 
ubicado unas 550 pb corriente arriba del promotor del core, el mas 
relevante para la replicacion del HBV. Mas recientemente se ha 
demostrado la existencia de un segundo enhancer (enhll) que se 
solapa con dicho promotor, y que al menos ejerce considerable in- 
fluencia sobre los promotores de pre-Sl y S. 

El efecto del enhl se ejerce sobre los diversos promotores del 
HBV regulando la actividad transcripcional y la estabilidad del 
RNApg y de los distintos RNAm del virus. Al igual que el ERG, 
enhl es inducible por los glucocorticoides (Figura 24.3.3). 

La actividad en cis del enhancer sobre el promotor del core no 
es muy eficiente, ya que en cierta medida es inhibida por una se- 
cuencia nucleotidica que los separa. Experimentos de transfeccion 
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Subdominios de la 
transcriptasa inversa 


Figura 24.3.2. Esquema de los dominios codificados porel gen P. Se indican los subdominios del dominio de la trans- 
criptasa inversa (Tl; tambien denominado RT: Reverse Transcriptase, en ingles). En ellos residen las mutaciones que se 
asocian a la resistencia natural o adquirida frente a los analogos de nucleosidos o nucleotidos utlizados en el tratamiento de 
la infeccion cronica por HBV. El sitio catalitico de la Tl esta conformado por los aminoacidos YMDD dentro del subdominio 
C y se indica con una flecha. 



M HBsAg 


LHBsAg 


S HBsAg 


X 

Figura 24.3.3. Diagrama del genoma del HBV parcialmente bicatenario (cadenas L [-] y S [+]) y de sus 4 marcos 
abiertos de lectura (ORFs): Pre-S/S (correspondiente a la region codificante para L HBsAg, M HBsAg y S HBsAg), Pre- 
core/ core (codificantes del HBe Ag y del HBc Ag, respectivamente), X y Pol. Se indican las regiones repetidas directas 
DR1 y DR2. Se observan tambien los diferentes transcriptos de RNA poliadenilados. Se observan los cuatro promotores 
indicados con el mismo color de la region genomica a transcribir: Pre-Si , PreS-2 / S, X y Pol. 
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con plasmidos que contienen el enhancer del HB V adyacente a ese 
promotor revelan un aumento de la actividad de este de casi 30 ve- 
ces, comparado con un aumento de solo 3 veces cuando el enhan- 
cer esta separado por la secuencia nucleotldica constitutivamente 
interpuesta entre ambos en el genoma viral. Estudios de Gerlach y 
Schloemer demostraron que esa secuencia actua como un elemento 
de regulacion negativa del promotor del core, que ejerce en cis 
sus efectos en un modo dependiente de la localization pero inde- 
pendiente de su orientation. Esta caracterfstica, como se menciono 
anteriormente, es propia de los elementos silenciadores. 

La expresion del genoma del HBV esta regulada por cuatro 
elementos promotores: el del core, el de pre-S2/S (M HBs / S 
HBs), el de pre-Sl (L HBs) y el de X. Los dos primeros son muy 
activos in vivo, en contraposition con los dos ultimos. Sus respec- 
tivas ubicaciones se observan en la Figura 24.3.3. 

El promotor del core esta compuesto por tres dominios: un 
RE [+] (elemento regulatorio [+]), un RE [-] (elemento regulatorio 
[-]) y el BCP (promotor basico del core, situado entre los nucleoti- 
dos 1744-1814). Regula la expresion del RNApg y del RNAm del 
pr e-core, que son identicos entre si y que presentan una secuencia 
nucleotldica de mayor longitud que la del genoma viral (3,5 kb 
cada uno, a diferencia de los 3,2 kb del genoma del HBV). Elio se 
debe a que estos transcriptos terminan en el unico sitio de poliade- 
nilacion (secuencia de termination de la transcription) ubicado en 
el marco de lectura de la nucleocapside. La transcription, entonces, 
debe producirse pasando una segunda vez por la secuencia de ori- 
gen, hasta alcanzar la serial de termination mencionada. Esto im- 
plica que el sistema de transcription debe efectuar siempre una pri- 
mera lectura a traves de esas secuencias, ignorandolas. El RNApg 
sirve, por un lado como templado para la transcription inversa y 
subsiguiente sintesis de la cadena L (-) de DNA, y por el otro, para 
la traduction de las protemas core y Pol. El RNA de pr e-core/core 
no sirve como templado para la transcription inversa, sino solo 
para la generation de la proteina e soluble a partir de la proteina 
pre-core que es su precursora (vease replication). 

Teniendo en cuenta el control negativo que ejerce el silencia- 
dor sobre el promotor del core -efecto que no puede ser totalmente 
superado por enhl- y dada la necesidad de su actividad para la re- 
plication del HBV, se investiga si participa en la estimulacion de 
este promotor la protefna X o si se inhibe la funcion y/o smtesis de 
la protefna celular involucrada en la actividad del silenciador. En 
otros terminos, si el resultado final depende de otro estimulo positi- 
vo sobre el promotor o de la ausencia de mecanismos efectores de 
represion sobre el. 

El promotor de pre-S2/S regula la production de un RNA de 
2,1 kb. Debido a microvariaciones en su extremo 5’ este trans- 
cripto codifica los polipeptidos pre-S2 y S (M HBs Ag y S HBs 
Ag). Un elemento distal de este promotor puede estar reprimido 
por factores celulares especlficos de ciertos tipos de celulas. La 
abundancia de este RNA en las celulas es responsable del exceso 
de las formas subvirales esfericas de 22 nm que son secretadas a 
la circulation. 

El promotor de pre-S 1 esta ubicado contiguamente al primer ATG 
del marco de lectura del gen de la envoltura que codifica para el po- 
lipeptido pre-Sl. Este polipeptido cumple un rol fundamental en el 
ensamblado del virion, en la regulacion de la replication viral, en la 
regulacion del pool nuclear de DNAccc (circular covalentemente ce- 
rrado), y en la transactivacion de una gran variedad de promotores. 

Analogamente, el promotor de X es bastante inactivo desde el 
punto de vista transcripcional. Los transcriptos X usualmente cons- 
tituyen menos del 1 % del total del RNA viral en la celula. 

El analisis de la secuencia nucleotldica del genoma viral per- 
mitio ademas identificar ciertos elementos que desempenan impor- 
tantes papeles en la replication viral. Dos de ellos merecen especial 
mention (Figura 24.3.3): 1) un oligonucleotido de 11 bases presen- 
te dos veces en el genoma como secuencias repetidas directas (DR: 
direct repeats) ubicadas a ambos lados de los extremos cohesivos 
de las cadenas L (-) y S (+) que se denominan respectivamente 
DR1 y DR2; y 2) la secuencia TATAAA ubicada en el extremo 5’ 


terminal de la region que codifica el HBc Ag. DR1 y DR2 estan in- 
volucrados crucialmente en la smtesis de DNA viral, mientras que 
la secuencia TATAAA forma parte de la serial de clivaje / poliade- 
nilacion que esta presente en el extremo 3’ de los RNAm del virus. 
Estos RNAm virales tambien poseen como elemento regulatorio de 
la replication del HBV una serial de encapsidacion denominada 
epsilon (e). 

La Tab la 24.3. 1 detalla las protemas codificadas por el genoma 
viral. 

2.3 Protei'nas virales 

Pre-core/core. Se encuentran codificadas por el ORF de la nu- 
cleocapside o core. El mismo contiene dos codones de initiation 
(ATG) ubicados en fase, de ahi que los dos polipeptidos codifica- 
dos son identicos en buena parte de su extension, difiriendo sola- 
mente entre si por la presencia de 29 aa adicionales en el extremo 
amino-terminal del polipeptido pr e-core y por la deletion peptfdica 
del core en el extremo carboxilo-terminal (Vease la figura 24.3.4). 

El antfgeno del core o HBc Ag es el principal componente de 
la nucleocapside del HBV. Es una fosfoprotelna de 22 kDa (p 22 c ), 
de 183, 185, 6 195 aa dependiendo del genotipo viral, que se au- 
toensambla in vivo formando partfculas icosaedricas o esfericas de 
27 nm. Cada una de ellas constituye una subunidad, y a su vez 180 
de estas subunidades se autoensamblan formando la nucleocapside 
viral. La microscopia electronica demuestra que estas capsides se 
encuentran predominantemente en el nucleo de los hepatocitos; no 
se secretan a la circulation fibres sino rodeadas de la envoltura 
viral, constituyendo la partfcula de Dane. 

El polipeptido core -rico en arginina en sus 34 aa terminales 
del extremo carboxilo- tiene por funcion, a traves de esa secuencia 
peptidica basica, la union al acido nucleico viral. Desde el extremo 
amino hasta el aminoacido 140 se encuentran las secuencias nece- 
sarias para el autoensamblaje. 

Diecinueve de los primeros 29 aa del extremo amino-termi- 
nal del polipeptido pre-core (p 24 c ) funcionan como una serial de 
secretion que dirige la molecula naciente hacia el retfculo endo- 
plasmico desde donde -luego del clivaje de los extremos carboxilo 
y amino por una peptidasa de la celula hospedadora infectada- se 
dirige al aparato de Golgi para ser secretado a la circulation como 
un antigeno soluble de 16 kDa denominado HBc Ag (p 16 E ). El 
polipeptido del pre-core no es imprescindible para la replication 
viral, y se lo considera un "polipeptido accesorio". 

Estudios experimentales han demostrado que la sintesis de 
la protefna core, en ausencia de la protefna pre-core, induce 
la acumulacion nuclear de nucleocapsides. Por el contrario, si 
pre-core esta presente, el HBc Ag se acumula en membranas 
del reticulo endoplasmico y se secreta el producto de clivaje de 
la protefna pre-core: el HBe Ag. Este antigeno contiene 149 aa 
identicos a los primeros 149 de la proteina core, precedidos por 
10 aa remanentes de la secuencia del polipeptido de pre-core. 
Se han descripto en multiples trabajos mutantes de pre-core en 
las que la existencia de un codon de termination en el triplete 
anterior al initio del gen del core impide la smtesis de pre-core 
pero no de core (Figuras 24.3.4 y 24.3.5). Elio demostro defini- 
tivamente que es posible la sintesis de capsides, y por ende, de 
las partfculas de Dane aun en ausencia del HBe Ag. 

Se ha demostrado que la formation de puentes disulfuro (S- 
S) entre cistelnas intramoleculares del HBc Ag (Cys 7 y Cys 61) 
es responsable de la diferente estructura terciaria que existe entre 
este y el HBc Ag. Esta diferencia entre ambos polipeptidos 
condiciona a sus respectivas estructuras cuatemarias y justifica sus 
diferentes antigenicidades. Asimismo, esa union S-S es crftica para 
la secretion del HBe Ag como protefna soluble. Por el contrario, en 
las partfculas de core, la formation de puentes S-S entre la Cys 7 y 
la Cys 61 se produce entre cistelnas intermoleculares y no intramo- 
leculares como en el HBeAg; es decir, el puente S-S se forma entre 
la Cys 7 (codificada por la region pre-core) y la Cys 61 ubicada en 
subunidades contiguas, generando asf, dfmeros estables covalente- 
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Marco abierto de 
lectura 

Proteina 

Glicoproteina 

Localization 

Funcion 

Envoltura 
(region pre-S/S) 

p 24 s 

p 27 s 

Virion, particulas 
filamentosas y esfericas 

S HBs Ag 


p 33 s 

p 36 s 

Virion, particulas 
esfericas y filamentosas 

M HBs Ag (con regiones S y pre-S2) 


p 39 s 

p42 s 

Virion y -en menor 
cuantla- particulas 
filamentosas y esfericas 

L HBs Ag (con regiones S, pre-S2 y 
pre-Sl) 

Nucleocapside 
(region pre- 
core/core) 

p 22 c 

No 

Virion 

(nucleoclapside) 

HBcAg 

Union al genoma 


p 24° 

No 


Autodireccionado al R.E.: procesado; 
transportado al Golgi es secretado 
como HBe Ag 


p 1 6 E 

No 

Soluble (no forma parte 
de las particulas virales) 

HBeAg 

Pol (P) 

p 90 p 

No 

Virion 

DNA polimerasa/transcriptasa inversa, 
proteina terminal cebadora; RNAsa H 

X 

p 17* 

No 

Virion 

Transactivador transcripcional; 
promueve estres oxidativo, altera 
la permeabilidad de la membrana 
mitocondrial regulando el nivel de Ca ++ 
citosolico 


Tabla 24.3.1. Detalle de las proteinas codificadas porel genoma viral. R.E.: reticulo endoplasmico. 


mente unidos que promueven el ensamblaje de estas particulas de 
core para formal - la nucleocapside viral (Figura 24.3.6). 

Pre-Si, pre-S2 y S. Los antfgenos de envoltura del HBV son 
el product® de la traduccion de un amplio ORF que se divide en 
tres dominios especlficos: pre-Sl. pre-S2 y S. Cada uno de ellos 
presenta un codon de iniciacion de la traduccion (ATG) diferente 
ubicado en fase y un identico codon de terminacion, obteniendose 
asf los tres polipeptidos de envoltura pre-Sl (o L [Large] HBs 
Ag), pre-S2 (o M [Middle] HBs Ag) y S (Small), que tienen en 
comun el dominio S o HBs Ag. Debido a la presencia de estos tres 
codones de iniciacion (ATG) de la traduccion ubicados en fase 
es que las tres protemas de envoltura del HBV son traducidas a 
partir de RNAm distintos. La proteina S, de 226 aa, es codifica- 
da por el gen S. La proteina pre-S2 (M HBs Ag) esta codifica- 
da conjuntamente por la region pre-S2 (55 aa) y el gen S (226 
aa), mientras que la proteina pre-Sl (L HBs Ag) se encuentra 
codificada conjuntamente por la region pre-Sl (108-119 aa, 
dependiendo del subtipo viral), por la region pre-S2 (55 aa) y 
por el gen S (Figura 24.3.7). Dc esta manera, estas tres proteinas 
comparten el mismo extremo carboxilo-terminal; es decir, todas 
contienen en dicho extremo al HBs Ag, y por lo tanto pueden ser 
detectadas con facilidad mediante los inmunoensayos convencio- 
nales utilizados para el diagnostico de la infeccion con HBV y 
para su tamizaje en los bancos de sangre. 

Diferentes estudios, sugieren que la proteina pre-Sl, y posible- 
mente, pre-S2 y X, estan involucradas en el ingreso del virus a los 
hepatocitos. Tambien se observo que pre-Sl, pre-S2 y S participan 
en la generation y secrecion viral, aunque probablemente, pre-S2 
no sea esencial para este proceso. La secrecion de la proteina S 
puede ser bloqueada por el polipeptido pre-S 1 en forma dosis-de- 
pendiente, aunque su mecanismo todavia no ha sido dilucidado. 
Elio se traduce en la formation de filamentos de mas de 1000 nm, 
constituidos por el polipeptido S, que son atrapados en las cistemas 
del reticulo endoplasmico y que producen las caracteristicas ima- 
genes en vidrio esmerilado observadas en los hepatocitos de los 


pacientes con hepatitis B cronica. Recientemente se ha demostrado 
que mutaciones o deleciones en las regiones promotoras de pre-Sl 
y pre-S2/S producen la agregacion del HBs Ag en el reticulo en- 
doplasmico con la consiguiente alteration en la secrecion de este 
antigeno. Este es uno de los posibles factores responsables de las 
infecciones ocultas por HBV ( vease el Item 7.3). 

Diversos reportes en la literatura demostraron que la protei- 
na pre-Sl desempena un rol preponderante en la union del HBV 
a el/los receptor/es en la celula, estando involucrado en este pro- 
ceso un epitope comprendido entre los residuos 21 a 47 de esta 
proteina. Mas aun, mediante estudios de mutagenesis dirigida se 
pudo determinar que dentro de este epitope, la secuencia QLDPAF 
(Gln-Leu-Asp-Pro-Ala-Phe) es crucial para la union del virus a la 
celula. Variaciones en este epitope -asi como en secuencias ad- 
yacentes- tendrian significativas implicancias tanto en el tropis- 
mo celular como en la especificidad de especie en la infeccion por 
HBV (Figura 24.3.7). Llamativamente, la proteina X contiene en 
su extremo amino-terminal secuencias analogas al epitope antes 
mencionado. Es por esto que se postula la posibilidad de que dicha 
proteina (incluida en el virion) pueda tener un rol en la adsorcion 
del HBV a la celula hospedadora. 

Aproximadamente, el 50% de la proteina S se encuentra en 
forma glicosilada (gp27) y el 50% restante esta sin glicosilar (p24). 
La forma glicosilada de la proteina S, se caracteriza por poseer 
una cadena de oligosacaridos con residuos de acido sialico (acido 
A-acetilneuraminico) A-unida a laAsnl46 del HBs Ag. LaA-union 
del carbohidrato a la proteina S se produce en esta position debido 
a que ese sitio contiene la secuencia adecuada para la glicosilacion 
Asn-X-Thr/Ser, donde X es cualquier aminoacido distinto de Cys, 
Trp, Asp o Glu. 

Las otras dos protemas de envoltura, pre-Sl (L HBs Ag) y pre- 
S2 (M HBs Ag) tambien pueden existir en forma glicosilada o no, 
en la Asn 146 de la region S. El hecho que la Asn 146 se encuentre 
tanto glicosilada como sin glicosilar, puede deberse a que la proteina 
S es capaz de adoptar dos estados conformacionales distintos cuando 
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DNA del HBV salvaje DNA del HBV con mutante en 

con sintesis de HBe Ag Pre-core sin sintesis de HBe Ag 



ATG 

ATG 

TAG 

ATG 

TAG 

ATG 

TA(L 


Codon 28: stop 


PRODUCTOS DE TRADUCCION 


A 


p 24 c (proteina del Pre-core) 




NH 2 


29 aa 


J 


COOH 


NH 2 COOH 
27 aa 


Producto truncado 
► aminoterminal de la proteina 
Pre-core ^Al R.E.? ^,AI nucleo? 


Sitio fijo de clivaje 


Sitio variable de clivaje 


▼ 


p 16 e 


Proteina soluble 
al suero (HBe Ag) 


P 22“ p 22“ 

Proteina del Core 
(HBe Ag) al virion 

NH Z COOH NH ^ COOH 

Figura 24.3.4. Origen de las protei'nas del pre-core y del core del HBV. Observese que a partir de dos marcos abiertos de 
lectura ubicados en fase y superpuestos, se sintetizan dos proteinas con regiones identicas. De la proteina del pre-core (A) 
deriva por clivaje proteolitico de los extremos amino- y carboxilo-terminal la proteina soluble e (HBe Ag ). La presencia de un 
codon de terminacion (STOP) en el triplete 28, impide la sintesis de la proteina del pr e-core, y por ende la de su derivado, 
el HBe Ag. Sin embargo, los virus con dicha mutacion (al igual que los que tienen un genoma "salvaje"), pueden sintetizar 
la proteina del core, ya que esta comienza en un codon de iniciacion ubicado corriente abajo. La extension nucleotidica y 
corpus aminoacidica de este ORF no esta en escala (linea punteada). 

Editorial 





| Transcripcion y traduccion 


I Procesamiento proteolitico 


Mutaciones en: ^ nts. 1762/1764; A nts. 1896/1898; y aa. 130/131 (de HBx Ag) 
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Figura 24.3.5. A la izquierda de la figura se muestra la correlacion entre el ORF X y la region superpuesta del promotor 
basal del core (BCP) y pre-core. Las mutaciones T/A ubicadas en las posiciones 1762 / 1764 del BCP, implican cambios ami- 
noacidicos en los residuos 130 y 131 de la proteina X. A la derecha de la figura se muestra la estructura secundaria de la 
serial de encapsidacion e del RNA pregenomico (RNApg). La transicion G1896A produce un codon de STOP, que impide la 
sintesis de la proteina pr e-core y por ende del HBe Ag. Se indica tambien la region genomica del DNA del HBV correspondiente 
al elemento O que es complementaria a una porcion de la serial de encapsidacion e. Vease replicacion viral en el texto. 
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Figura 24.3.6. Influencia de los residuos de cisteina 7 (Cys 7) y 61 (Cys 61) en la secrecion de p16E como proteina solu- 
ble (1) y no como proteina del core (2), ya que no hay en esta residuos de cisteina 7 codificada en la region de pre-core. 



pre-SI pre-S2 S 

Figura 24.3.7. Correlacion existente entre las tres proteinas de envoltura del HBV. Observese que la proteina pequena 
o S, exhibe en comun la totalidad de su secuencia con las proteinas M y L. Para multiples autores, los terminos S, M y L son 
indistintamente utilizados como HBs Ag, Pre-S2 y Pre-Si, respectivamente. 


se transloca en la membrana del retlculo endoplasmico durante su 
traduction para ser glicosilada. La proteina pre-S2 tambien se en- 
cuentra glicosilada en la Asn 4; es decir, pre-S2 contiene dos sitios 
de glicosilacion en su molecula: a nivel de Asn 4 del dominio pre-S2, 
y de Asn 146 del dominio S. En cambio la proteina pre-SI solo se 
encuentra glicosilada en Asn 146 del dominio S. Este polipeptido 
presenta ademas en su extremo amino-terminal un residuo de acido 
mirfstico, por poseer en su dominio pre-SI la secuencia consenso de 
miristilacion: Met-GIy-X-X-X-Ser/Thr/Ala, donde X es cualquier 
aa. Este residuo de acido miristico que se le anade a su molecula en 
el citosol, es fundamental para la secrecion de pre-S 1 . 

El HBs Ag contiene una alta cantidad de puentes disulfuro que 
estabilizan su estructura secundaria. Posee un determinante in- 
munologico principal (por algunos, tambien denominado mayor), 
que es el determinante a, ubicado entre los aa 107 a 147, el cual es 
considerado el mas importante bianco para los anticuerpos neu- 
tralizantes anti-HBs. De esta manera, la antigenicidad del HBs 
Ag, depende principalmente de este determinante inmunogenico, 
que se encuentra formando parte de la region hidrofflica prin- 
cipal (RHP) que esta comprendida -a su vez- entre los aa 100 a 
160 del HBs Ag. Esta region altamente inmunogenica se expone 


en la superficie de los viriones y de las formas subvirales, y se en- 
cuentra sometida a la presion de selection del sistema inmune del 
hospedador. En esta region, tambien se hallan los determinantes 
menores de subtipo d/y (en la position 122), y w/r (en la position 
160) que son mutuamente excluyentes entre si, y que constituyen 
a los cuatro subtipos anitgenicos principales adw, ayw, adr y ayr. 
(Figura 24.3.8 Ay B). 

Estudios de mutagenesis dirigida demostraron que el reempla- 
zo de G por A en el codon 122 del HBs Ag se traduce en el reem- 
plazo de arginina por lisina y consiguientemente del subtipo ay por 
ad. De modo similar, una sustitucion de G por A en el codon 160 
resulta en el cambio de aw por ar. 

Dado que el HBs Ag es una partlcula pleomorfica a la que todavla 
no se ha logrado cristalizar, su estructura espacial exacta aun se des- 
conoce. Sin embargo, si bien se han postulado varios modelos para 
explicar su estructura secundaria, la mayorla de los autores concuerda 
en que el determinante a consiste en dos loops (rulo o bucle) confor- 
macionales estabilizados mediante puentes disulfuro establecidos en- 
tre residuos de cisteina altamente conservados. Estos puentes disulfuro 
son importantes para mantener la conformation de dicho determinante 
inmunologico y -por ende- su antigenicidad. Anticuerpos dirigidos 
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contra este epitope conformacional, comun a todos los genotipos del 
HBV, confieren habitualmente proteccion contra la infeccion (y/o re- 
infection) con cualquiera de ellos, aunque se han descripto casos de 
irruption del genotipo E en ninos inmunizados. 

Formas nativas o recombinantes del HBs Ag son el actual sus- 
trato para la elaboration de las vacunas contra la hepatitis B. 

Mutaciones dentro y fuera del determinante a, e inclusive de 
la RHP, pueden producir cambios conformacionales que afecten la 
union de dichos anticuerpos neutralizantes; tales mutantes se cono- 
cen como mutantes S de escape al sistema inmune. 

Proteina X (HBx Ag). Se encuentra codificada por el marco 
abierto de lectura X (asi denominado porque en un principio no se 
habia identificado al producto de la codification genica). HBx Ag 
es un polipeptido de 145-154 aa, con un peso molecular de 16-19 
kDa que es expresado durante la infeccion por HBV y aun en el 
hepatocarcinoma asociado a este agente viral. Esta proteina puede 
funcionar como una enzima con actividad de nucleosido difosfato 
quinasa. Es la segunda proteina accesoria de HBV y se encuentra 
conservada en todos los hepadnavirus de mamiferos (pero no de 
aves). 

El polipeptido X posee propiedades transactivadoras de la 
transcription, que regulan positivamente promotores del HBV, 
de otros virus -como HIV- y del genoma celular, a traves de la 
interaction directa con factores de la transcription como la subu- 
nidad RPB5 de la RNA-polimerasa II celular, la proteina de union 
a TATA (TBP: TATA Binding Protein), y ATF/CREB. Tambien 
esta involucrada en la activation de las vias de transduction de 
senales como la cascada Ras/Raf/MAP quinasas. HBx es un po- 
lipeptido multifuncional con actividad reguladora que modula la 
transcription de genes virales y celulares afectando de forma di- 
recta o indirecta, la replication y proliferation del virus. Tambien 
se demostro que altera los puntos de control ( checkpoints ) del 
ciclo de division celular, regula la muerte celular y promueve la 
carcinogenesis. Estudios realizados con ratones transgenicos per- 
mitieron observar que el gen X por si solo es capaz de inducir en 
este hospedador experimental lesiones hepaticas carcinomatosas. 
Se ha observado que debido a su actividad de proteina transactiva- 
dora, podria producir alteraciones en la expresion de genes celula- 
res contribuyendo a la transformation celular. HBx se puede unir 
al factor supresor de tumores, p53 e inactivarlo. Asimismo, el 
polipeptido X transactiva ciertas moleculas de histocompatibilidad 
de clase II, lo cual contribuiria a la patogenesis de la infeccion in 
vivo. 

Polimerasa viral. El marco abierto de lectura pol codifica para 
una enzima multifuncional de 831 aa y 90kD llamada proteina 
P, Pol o polimerasa. (Figura 24.3.2) Esta proteina cumple un rol 
fundamental en la replication viral, llevando a cabo las siguientes 
funciones: 1) encapsidacion del RNApg; 2) initiation de la smtesis 
de DNA; 3) transcription inversa del RNApg; y 4) degradation del 
RNApg debido a su actividad de RNAsa H asociada. Tambien es 
bianco de las distintas drogas antivirales utilizadas en el tratamien- 
to de la hepatitis B cronica. La estructura de la polimerasa del HBV 
consiste en cuatro dominios conservados que fueron determinados 
por analogia con la secuencia de la transcriptasa inversa del HIV. 
Estos cuatro dominios son: a) la proteina terminal o dominio PT, 
que codifica a la proteina terminal que tiene como actividad iniciar 
la transcription inversa; b) el brazo espaciador, cuya funcion aun 
se desconoce; c) la transcriptasa inversa/DNA polimerasa-DNA 
dependiente donde el motivo altamente conservado YMDD (Tyr- 
Met-Asp-Asp) forma parte del sitio catalitico, y d) el dominio con 
actividad de RNAsa H que degrada al RNA (original templado) 
del hibrido RNA-DNA sintetizado durante la transcription inversa. 
Algunas secuencias aminoacidicas localizadas dentro de estos dos 
ultimos dominios funcionales de Pol, son altamente conservadas 
y constituyen epitopes reconocidos por linfocitos T CD4 + y CD8 + , 
los que participan en la elimination viral y en el desarrollo de for- 
mas subclinicas de la infeccion. 

La proteina terminal (PT), se enuentra covalentemente uni- 
da al extremo 5’de la cadena L (-) del DNA viral, y actua como 


cebadora de la smtesis de dicha cadena (vease replication viral). 
Mutaciones puntuales en el dominio PT producen una incapacidad 
de la polimerasa del HBV para encapsidar al RNA pg, impidiendo 
asi que el virus continue con su replication, mientras que mutacio- 
nes puntuales en el dominio del brazo espaciador no modifican la 
actividad de esta enzima. 

La region con actividad de transcriptasa inversa / DNA po- 
limerasa-DNA dependiente es un dominio funcional que lleva a 
cabo la transcription inversa y la smtesis de la segunda cadena 
del DNA viral. La actividad enzimatica polimerizante le permite 
sintetizar DNA teniendo como templado tanto DNA como RNA. 
En este ultimo caso, la smtesis de la primera cadena de DNA a 
partir del templado de RNApg involucra un paso de transcription 
inversa, sin posibilidad de correcciones si hubiere incorporation 
erronea de bases nucleotidicas. De ahf que la tasa de error asociada 
a este paso de transcription inversa durante la replication del HBV 
(aproximadamente 2x1 O' 4 sustituciones nucleotidicas por sitio por 
ano, dependiendo de la presencia o ausencia del HBe Ag, siendo 
dicho valor mayor con las cepas e minus que no producen dicho 
antigeno) es cuatro ordenes de magnitud superior a la del resto de 
los virus a DNA, aunque inferior a la de los virus a RNA. 

Algunas de las variantes virales resultantes van a ser selec- 
cionadas positivamente bajo la presion selectiva de fuerzas tales 
como las ejercidas por el sistema imnune, el tratamiento antiviral, 
la vacuna anti-HBV y la inmunoglobulina especifica para este virus 
(HBIg). Este mecanismo, esta asociado a la variabilidad observada 
entre los diferentes aislamientos del HBV ( cuasiepecies y mutan- 
tes), aun en un mismo hospedador durante el curso de la infeccion 
viral. 

Como se definio en el Capitulo 1 , se denominan cuasiespecies 
virales a genomas viables sometidos a un proceso de evolution 
y selection cuyas secuencias nucleotidicas estan mtimamente re- 
lacionadas entre si (diferenciadas por pocas mutaciones), las que 
varian alrededor de una secuencia predominante o master. 

A este dominio con actividad de transcriptasa inversa / DNA 
polimerasa-DNA dependiente se lo puede subdividir a su vez en 
7 subdominios, denominados A, B, C, D, E, F y G (Figura 24.3.2). 
El sitio catalitico se encuentra dentro del subdominio C, y abarca 
a la secuencia aminoacidica YMDD, que es un motivo altamente 
conservado entre los hepadnavirus y los retrovirus. Se cree que este 
motivo es el sitio de la enzima donde se produce el reconocimiento 
de los distintos nucleotidos necesarios para llevar a cabo su funcion 
en la replication viral. Las mutantes del HBV resistentes al trata- 
miento antiviral con analogos de nucleosidos / nucleotidos presentan 
mutaciones puntuales en los subdominios A, B, C, D o E de la poli- 
merasa viral. Dentro del subdominio C, las mutaciones puntuales en 
el motivo YMDD, son las mas frecuentes y son clinicamente signifi- 
cativas, dado que la mayorfa son seleccionadas durante el tratamien- 
to antiviral con analogos de nucleosidos, tales como la lamivudina, 
contribuyendo as! al fracaso terapeutico. Dentro de estas variantes 
YMDD-resistentes a la lamivudina se han descrito las mutantes 
YVDD, YIDD, YRDD e YSDD, donde la metionina del codon 552 
del motivo YMDD (actualmente denominado rtM204; vease el item 
10) es sustituida por residuos de valina, isoleucina, arginina o serina, 
respectivamente. Por ultimo, el dominio con actividad de RNAsa H 
de la polimerasa del HBV es otro dominio funcional, que degrada 
al RNApg. 

3. UlUICO TIRO, MULTIPLES SUBTIPOS SEROLOGICOS, 
GENOTIPOS Y SUBGENOTIPOS 

Todas las cepas del HBV examinadas hasta el presente correspon- 
den a un unico serotipo. Elio explica la proteccion cruzada confe- 
rida por una infection pasada por HBV frente a eventuales reinfec- 
ciones con cepas diferentes. 

Desde el punto de vista antigenico, durante la decada de 1980 
y parte de la de 1990 era frecuente clasificar al unico tipo serolo- 
gico del HBV en 10 subtipos: ayw v ayw„ ayw } , ayw , ayr, adw„ 
adw v adw r adrq* y adrq'. Estos subtipos estan determinados por la 
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Figura 24.3.8. A. Representation esquematica de la region hidrofilica principal (RHP) en la proteina S (aa 101 a 160). 

Los circulos negros representan residuos de Cys. Los puentes disulfuro se muestran como barras dobles. Se muestran las 
variaciones aminoacidicas especificas de genotipo (circulos grises) segun Osiowy (Osiowy C., 2006). Los determinantes de 
subtipo "d/y" y "w/r" son mutuamente excluyentes en las posiciones aminoacidicas 122 y 160. B. Representacion esque- 
matica de los subtipos mas frecuentes del HBs Ag: adw, adr, ayw y ayr. 
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existencia de residuos aminoacidicos caracteristicos en determina- 
das posiciones especificas del HBs Ag, por lo cual existen subtipos 
mutuamente excluyentes entre si (Vease la Tabla 24.3.2 y la Figura 
24.3.8 B). 

Mas recientemente, el analisis de secuencias completas del ge- 
noma del HBV, permitio documentar que no existe una relation 
exclusiva entre detenninados subtipos (fenotipo del HBV) y ge- 
notipos virales, ya que algunos subtipos estan presentes en mas de 
un genotipo. Actualmente, se utiliza la Gasification genotipica del 
HBV en estudios de epidemiologfa y patogenesis molecular. 

3. 1 Genotipos virales 

El HBV puede ser clasificado en 9 (o tal vez 10) genotipos, com- 
prendidos entre las letras A y J del alfabeto. Cada genotipo incluye 
cepas que exliiben entre si una divergencia intergenotipica mayor 
al 8% en la secuencia nucleotidica del genoma complete), y/o una 
divegencia intergenotipica mayor al 4% en la secuencia nucleotidica 
del gen S. Estos genotipos presentan distinta distribucion geografica: 
al genotipo A se lo encuentra principalmente en el norte de Europa, 
America del Norte y centre de Africa; al B y al C en el sudeste con- 
tinental asiatico y Japon. El genotipo D, tiene una distribucion uni- 
versal, aunque predomina en India y en la region del Mediterraneo; 
mientras que el genotipo E se encuentra principalmente en el oeste 
de Africa. El genotipo F -el de mayor divergencia nucleotidica- pre- 
valece en America Central y del Sur; el G en Alemania, EE.UU., 
Francia y Mexico; el H en America Central y el J en Japon. 

En Argentina, entre los pacientes con hepatitis B cronica, pre- 
valece el genotipo F (mas del 60%), seguido de los genotipos A, 
D, C y B; aunque entre los pacientes coinfectados con HBV y HIV 
predomina el genotipo A (alrededor del 80%), seguido del D y el 
F. En Buenos Aires, se reportaron recientemente los dos primeros 
casos de hepatitis B cronica por genotipo E en America Latina. 

El genotipo G se distingue del resto de los genotipos por poseer 
dos codones de termination en la region del pre-core, lo cual im- 
npide la traduction del polipeptido homonimo, precursor del HBe 
Ag (Figura 24.3.4). De esta manera, los individuos monoinfectados 
con este genotipo no van a presentar HBe Ag detectable en suero, 
aunque el mismo esta presente en individuos coinfectados con al- 
gun otro genotipo del HBV, que si lo pueda sintetizar. 

3.2 SUBGENOTIPOS, CLUSTERS Y RECOMBINANTES INTERGENOTiPICAS 

Se han identificado para los genotipos A, B, C, D y F multiples 
subgenotipos (subgrupos dentro un mismo genotipo de HBV con 
una divergencia intergrupal del 4% al 8%) en la secuencia nucleo- 
tidica del genoma complete (Vease la Tabla 24.3.2). 

Se denominan clusters a las distintas agrupaciones de cepas de 
HBV asignadas a un mismo subgenotipo que presentan una diver- 
gencia filogenetica menor al 4% en la secuencia nucleotidica del 
genoma complete. 

Recientemente se han detectado recombinantes intergeno- 
tipicas, como por ejemplo: A/B/C, A/C, A/E, A/G, C/D, C/F 
y C/G. Los genotipos A y C son los que presentan la mayor 
tendencia a producir eventos de recombination. En Argentina se 
ha detectado y caracterizado -por vez primera en el continente 
americano- la circulation de una recombinante D/A, mediante 
la secuenciacion nucleotidica del genoma complete. Los even- 
tos de recombination intergenotipica pueden ocurrir cuando 
dos o mas genomas virales de diferentes genotipos infectan una 
misma celula. 

3.3 Importancia medic a de la determinaci6n 
DE GENOTIPOS DEL HBV 

En los ultimos anos, se han ido acumulando cada vez mas evidencias 
que asocian la evolution del curso natural de la infection, el cua- 
dro cllnico initial y la respuesta al tratamiento antiviral, con el/los 
genotipo/s del HBV involucrados. El curso de la infection con HBV 


tambien depende de factores del hospedador como el sistema inmu- 
ne, la edad, el sexo, la coinfection con HCV y/o HIV, la coinfection 
o sobreinfeccion con HDV, la obesidad y el alcohol, entre otros. 

Se ha postulado que la genotipificacion del HBV deberla 
implementarse antes de iniciar la terapeutica antiviral. Datos 
provenientes de trabajos realizados en el sudeste asiatico -don- 
de la infection con HBV es hiperendemica con predominio de 
los genotipos B y C- demostraron que los pacientes infectados 
con genotipo C denotan un mayor nivel serico de transamina- 
sas hepaticas y una mayor predisposition a la cronicidad y a los 
estadios mas avanzados de enfermedad hepatica (fibrosis, 
cirrosis, hepatocarcinoma), que los infectados con genotipo 
B 

Estudios realizados en la India, en donde predominan los ge- 
notipos A y D documentaron que la hepatitis B cronica es mas fre- 
cuente en pacientes infectados con genotipo A que con el D. Sin 
embargo, se observo que los pacientes cronicamente infectados con 
genotipo A presentan un mejor pronostico que aquellos infectados 
con el genotipo D, ya que estos ultimos exhiben una enfermedad 
hepatica mas activa y avanzada cirrosis, aunque la asociacion 
con el carcinoma hepatocelular (HCC) es aun controversial. Un 
analisis efectuado en Espana a un grupo de pacientes infectados 
con el genotipo F del HBV asocio a este genotipo con una mayor 
tasa de mortalidad. Otro estudio realizado con esquimales de Alas- 
ka tambien demostro que el genotipo F prevalece entre los pacien- 
tes con HCC comparado con aquellos sin HCC (68% versus 18%, 
respectivamente). Ademas, se observo que en pacientes infectados 
con dicho genotipo, el tiempo promedio requerido para el desarro- 
llo del HCC es menor que para los otros (22,5 vs 60 anos al cabo 
del diagnostico initial de infection por HBV, respectivamente). 

La edad de seroconversion a anti-HBe tambien varla entre las 
infecciones producidas por distintos genotipos: con el E, la sero- 
conversion ocurre a edades mas tempranas; con B y C a edades mas 
avanzadas; y con A y D a edades intermedias. Diferentes estudios 
han demostrado tambien que la seroconversion de HBe Ag a anti- 
HBe puede asociarse a un cambio ( switch ) en el genotipo viral. 
Asi, por ejemplo se han reportado casos en los que despues de la 
seroconversion a anti-HBe, el genotipo A fue desplazado por el D, 
y viceversa. La causa de estos cambios genotlpicos en un mismo 
individuo no se conoce. Algunos autores postulan que puede deber- 
se a que inicialmente el individuo se coinfecta con dos genotipos 
diferentes y que durante la seroconversion, existe una selection 
genotipica por parte del sistema inmune. Los pacientes con hepati- 
tis B cronica infectados con genotipo G muestran elevados niveles 
sericos de DNA viral, de HBe Ag y de transaminasas hepaticas. Sin 
embargo, esto podrla estar asociado a la muy frecuente coinfection 
del genotipo G con el A. 

Con respecto a la respuesta al tratamiento antiviral, solo se ob- 
tuvieron resultados concluyentes en la terapia con el interferon-a 
(IFN-a). Se observo que los pacientes infectados con genotipo A o 
B responden mejor a dicha terapeutica antiviral que los infectados 
con los genotipos C o D. 

4. Aspectos biologicos de la infeccioiu POR HBV 

4 . 1 Adsorcion a la membrana y penetracion 

La caracterfstica de los hepadnavirus es infectar principalmente al 
hepatocito. El mecanismo de la entrada del virus a la celula hepa- 
tica es desconocido, aunque se han postulado varios potentiates 
receptores / correceptores. Se postula que el reconocimiento initial 
de la infection por HBV podrla estar mediado por receptores Toll- 
sfmil (TLRs) expresados en los hepatocitos. 

Pareceria que un(os) dominio(s) del polipeptido pre-Sl 
interactua(n) con un receptor celular, cuya naturaleza aun no ha 
sido dilucidada definitivamente. De hecho, estudios recientes 
proponen que el HBV se une a los hepatocitos a traves de un 
dominio principal de la portion pre-Sl (aa 41a 47) de su anti- 
geno de envoltura con receptores celulares. Existiria tambien un 
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Genotipos del 
HBV 

Subgenotipos 

Subtipos del 
HBs Ag 

Distribution geografica principal 

A 

Al 

adw 2 

- Africa, India, Japon 



ayw 1 

- Sudafrica, Malawi, Filipinas 


A2 

adw 2 

- Europa, America del Norte 


A3 

ayw 1 

- Camerun, Gabon 

B 

B1 

adw 2 

- Japon 


B2 

adw 2 

- China, Taiwan, Hong Kong, Vietman 



adw 3 

- Tailandia 


B3 

adw 2 

- Indonesia, Polinesia, Hawaii 


B4 

ayw 1 

- Vietman, Francia 

C 

Cl 

adr 

- China, Corea, Japon, Tailandia, Laos, Malasia, Bangladesh 



ayr 

- Vietman, Corea, Japon, Alaska 



adw 2 

- Japon, China, Vietman, Indonesia, Tibet 


C2 

adr 

- China, Corea, Japon, Tailandia, Laos, Costa Rica, Francia 



ayr 

- Vietman, Corea, Japon, Alaska 


C3 

adrq 

- Oceania, Hawaii, Nueva Zelandia, Japon 



adw 2 

- Japon, China, Vietman, Indonesia, Tibet 


C4 

ayw 3 

- Noreste de Australia (comunidades originarias) 

D 

D1 

ayw 2 

- Region del Mediterraneo, Medio Oriente, India, Europa del Este 


D2 

ayw 3 

- India, Japon 



ayw 4 

- Africa Central y Occidental, EE.UU. 



adw 3 

- Suecia, Espana 


D3 

ayw 2 

- Sudafrica, Alaska 



ayw 3 

- Europa, EE.UU. 


D4 

ayw 2 

- Oceania, Somalia 

E 

- 

ayw 4 

- Africa, Argentina* 

F 

FI 

adw.q; ayw. 

- America Central, Alaska 


F2 

adw 4 q; ayw 4 

- Sudamerica, Polinesia 

G 

- 

adw 2 

- Francia, EE.UU., Mexico 

H 

- 

adw 4 

- Nicaragua, Mexico, EE.UU. 


Tabla 24.3.2. Relation entre genotipos y subgenotipos del HBV con los subtipos de HBs Ag y su respectiva distri- 
bution geografica. *Hasta la fecha se han documentado solo tres casos. 


dominio auxiliar de union a la celula en la portion pre-S2 (aa 
120 a 145). Por otra parte tambien el receptor para transferrina 
podrfa desempenar un papel en la union entre el virus y la celula, 
ya que esta molecula permite la interaction HBV-linfocito T, a 
traves del antfgeno pre-S2 viral. Estudios in vitro tambien demos- 
traron la union del HBV a celulas que expresan el receptor para 
IL-6 sobre su superficie, ya que poseen sitios de reconocimiento 
para pre-S2. Mediante ensayos de binding se pudo determinar la 
interaction del epitope QLDPAF en la proteina pre-Sl (Figura 
24.3.7) con una proteina de la membrana plasmatica de 44 kDa 
denominada "HBV -binding protein" (HBV-BP). Esta HBV-BP 
es un inhibidor de las serinproteasas y miembro de la familia de 
las ovoalbuminas. Diferentes estudios sugieren que esta protei- 
na celular desempena un rol preponderante en la infection por 
HBV. En los ultimos 10 anos se han postulado a otras proteinas 
solubles y celulares como posibles receptores para la entrada de 
HBV a las celulas del hospedador, incluyendo a los receptores 
para la inmunoglobulina A, asialoglicoproteina, apolipoproteina 
H y anexina V. Recientemente, se han obtenido evidencias de que 
las proteinas de membrana plasmatica anexina V (endonexina II) 
y apolipoproteina H podrian actuar como receptores potenciales 
para el virus, a traves de una interaction con los lipidos -y no las 
proteinas- de la envoltura viral. 

Tambien se sugirio que el HBV puede infectar in vivo numero- 
sas celulas en sitios extrahepaticos como pancreas, epitelio ductal, 
piel, rinon, leucocitos de sangre periferica, celulas de la medula 
osea y neuronas. 

Se desconoce si las infecciones extrahepaticas por hepadnavi- 


rus, especialmente en linfocitos, ocurren utilizando el mismo me- 
canismo de ingreso que en el hepatocito. 

Luego de la entrada en la celula y de la posterior decapsida- 
cion, el DNA circular laxo (abierto) es transferido al nucleo celular. 
En este momento de la infection, el virus puede seguir uno de los 
tres caminos siguientes: a) replicar y ser transcripto; b) persistir en 
estado latente; o bien ocasionalmente c) integrarse al genoma de la 
propia celula hospedadora. 

4.2 INFECCION PRODUCTtVA 

Es este tal vez el aspecto mas deslumbrante de toda la biologia 
molecular del HBV. Todos los hepadnavirus, incluyendo al HBV, 
replican a traves de un intermediario pregenomico a RNA, deno- 
minado RNApg, lo cual implica una etapa de transcription inversa 
(por un mecanismo diferente al empleado por los retrovirus). 

Despues de producirse la entrada de los viriones a los hepato- 
citos, mediante la interaction con un receptor de naturaleza aun no 
definitivamente establecida, las nucleocapsides transportan al ge- 
noma viral hacia el nucleo celular, donde el DNA del HBV que es 
circular, laxo y parcialmente bicatenario es convertido en circular 
covalentemente cerrado (DNAccc). Se observo que los hepatoci- 
tos infectados contienen 50 copias o mas de DNAccc, probable- 
mente en forma de minicromosomas que contienen histonas. 
Este DNAccc funciona como templado para la transcription de 
cuatro RNAs virales: el de 0,7 kb (X); el de 2,1 kb (pre-S2/S); el de 
2,4 kb (pre-Sl) y el de 3,5 kb (pr e-core/core), que son exportados 
al citoplasma celular donde actuan como RNAm para la traduc- 
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A 



RNA pregenomico 


B 


) Corpus 
Editorial 



Figura 24.3.9. A. Esquema simplificado de la replicacion genomica del HBV: 1. conversion del DNA circular laxo par- 
cialmente doble cadena (DNApdc) del HBV en DNA circular cerrado covalentemente (DNAccc); 2. transcripcion del DNAccc 
para generar el RNA pregenomico (RNApg); 3. sintesis de la cadena L (-) por la enzima transcriptasa inversa viral; 4. sln- 
tesis de la cadena S (+) para producir DNA genomico maduro. B. Esquema de la replicacion del HBV en los diversos 
compartimientos celulares (Adaptado de Rehermann & Nascimbeni; Nat Rev Immunol 5: 215-29,2005; con permiso de 
Nature Publishing Group). 
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Figura 24.3.10. A. Sintesis de la cadena L (-) del DNA del HBV. Los rectangulos que contienen flechas indican las secuen- 
cias DR en el RNA pregenomico (RNApg). Los rectangulos totalmente coloreados representan las copias (complementarias) 
de DNAcorrespondientes a las secuencias DR. B. Sintesis de la cadena S (+) del DNA del HBV. (Modificado de Ganem D 
y Varnus H; Ann Rev Biochem, 1987). 
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cion de las protemas virales correspondientes. El RNA de mayor 
longitud (RNApg), sirve tanto como templado para la traduction 
de las protemas core y Pol, como para la replicacion del vims. Este 
ultimo proceso se lleva a cabo en el interior de las nucleocapsides 
presentes en el citoplasma. Las nucleocapsides asi maduras ad- 
quieren la envoltura con sus glicoproteinas de superficie ancladas, 
durante su pasaje por el reticulo endoplasmico y/o el aparato de 
Golgi, para ser despues secretadas desde la celula como progenie 
viral. Este hecho es privativo de la familia Hepadnaviridae, ya que 
en casi todos los otros vims envueltos -excepto los que adquieren 
la envoltura en la membrana nuclear, como los miembros de la 
familia Herpesviridae- las glicoproteinas de superficie permane- 
cen ancladas sobre la membrana plasmatica de la celula hospedera 
infectada, a la espera de interactuar con las protemas de la matriz 
o de la nucleocapside. 

Sinteticamente, la replicacion viral comprende cuatro pasos (Fi- 
gures 24.3.9Ay B; y 24.3. lOAy B): 1) conversion del DN A circular, 
laxo y parcialmente bicatenario presente en el interior de la nucleo- 
capside viral, en DNAccc en el nucleo del hepatocito; 2) transcrip- 
cion de este DNAccc por la RNA-polimerasa II celular para general' 
los distintos RNA mensajeros virales y el RNApg, que servira como 
templado para la transcripcion inversa,' 3) sintesis de la cadena L (-) 
del DNA genomico; 4) sintesis de la cadena S (+) del genoma viral. 
La vida media del DNA viral en el suero es de 1-2 dias, producien- 
dose aproximadamente 10 n -10 12 viriones por dla. 

1 ) Sintesis del DNAccc. Es inducida por factores no totalmente 
identificados al ingresar el vims a la celula. En este proceso inter- 
vienen enzimas celulares reparadoras de DNA, tales como la topoi- 
somerasa I y II. Diversos procesos bioquimicos son requeridos para 
la circularization covalente del DNA circular, laxo, parcialmente 
bicatenario: a) reparation de las cadenas de DNA; b) remocion de 
los cebadores: laproteina terminal unida al extremo 5’ de la cadena 
L (-) es degradada por una proteasa y el oligorribonucleotido de 1 8 
bases unido al extremo 5’ de la cadena S (+) es eliminado por una 
RNAsa; c) elimination de una secuencia corta terminal redundante 
"r", de 10 nucleotidos, de la cadena L (-) por una DNAsa; y d) co- 
hesion de los extremos de las cadenas de DNA por una ligasa. Estas 
moleculas de DNA viral adquieren caracteristicas tipo cromatina 
por la action de protemas histonicas y no histonicas celulares para 
format" los minicromosomas. Esta molecula de DNAccc sirve 
de templado transcripcional para la sintesis del RNApg y de los 
RNAm virales por la RNA polimerasa II celular (que es la enzima 
responsable de la sintesis de los RNAm celulares). Estos mensaje- 
ros virales que son luego transportados al citoplasma donde seran 
traducidos se encuentran, -al igual que el RNApg, poliadenilados 
en el extremo 3’- y presentan un capuchon (7-metil guanosina) en 
el 5’. Los hepadnavims se caracterizan por presentar una "via de 
conversion intracelular" en la que las nucleocapsides recien sinte- 
tizadas, mas que adquirir la envoltura viral para ser secretadas, son 
dirigidas nuevamente hacia el nucleo celular para incrementar el 
pool de DNAccc. 

2) Sintesis del RNApg. Utilizando como templado a la cadena L 
(-) del DNAccc, la RNA-polimerasa II celular sintetiza un transcrip- 
to de 3,5 kb denominado RNApg; proceso que esta regulado por el 
promotor del core. Este transcripto, que temiina en el unico sitio de 
poliadenilacion ubicado en el marco abierto de lecture de la nucleo- 
capside (Figure 24.3.3), comprende a la secuencia del genoma viral 
completo mas una terminal redundante denominada R, presente 
tanto en su extremo 3’ como en el 5’ (Figures 24.3.3, 24.3.10.Ay B). 
Esta tenninal R, consiste en una secuencia de 120 nucleotidos que 
contiene una segunda copia del DR1 y de la serial de encapsidacion 
s (que tiene una estmctura en horquilla; Figure 24.3.5), mas un trac- 
to de poli-A. Esta secuencia redundante es debida a que la enzima 
inicia la transcripcion cerca del comienzo del marco abierto de lec- 
ture del pre-core/core, prosigue (en sentido horario en el esquema 
de la Figure 24.3.3) a traves de las senales de clivaje y adenilacion 
durante la primera recorrida del templado, ignorando esas senales, 
y finaliza en la segunda vuelta al arribar nuevamente a la serial de 
poliadenilacion. El RNApg se origina inmediatamente despues del 


primer codon de initiation ATG del marco abierto de lecture de la 
nucleocapside. Es posterionnente transferido al citoplasma, donde 
va a ser traducido a los polipeptidos core y Pol (Figure 24.3. 9B); este 
al asociarse con el complejo proteico de estres termico que inclu- 
ye Flsp-90 (Heat shock protein) y las 4 co-chaperonas Flsp70, Flop, 
Hsp40 y p23 forma un complejo de inicio de replicacion que -con 
gasto de energla- activa Pol transitoriamente (denominada P*). De 
esta manera, se produce la encapsidacion del RNApg con la enzima 
Pol unida a la region genomica s (letra "epsilon" del alfabeto griego) 
del extremo 5’ de dicho transcripto. 

3) Sintesis de la cadena L (-). Dentro de las nucleocapsides 
se produce la transcripcion inversa. La region s tambien intervie- 
ne en la activation de la Pol para iniciar la sintesis del DNA del 
HBV mediante el proceso de transcripcion inversa. Se inicia con 
una reaccion en la que la Tyr-63 del dominio PT de Pol se une 
covalentemente a un determinado nucleotido del s del RNApg. 
Alin se desconoce si esta reaccion ocurre antes o inmediatamente 
despues de la encapsidacion. Producida la sintesis de los tres pri- 
meros nucleotidos (5’ G-A-A — » 3’), la polimerasa viral y dicho 
oligonucleotido al que esta covalentemente unida, son translo- 
cados desde la region s a una region complementaria de 3 6 4 
nucleotidos del DR1 presente en la secuencia redundante R del 
extremo 3 ’del RNApg (Figures 24.3.3 y 24.3.10A). Este proceso 
de translocacion se encuentra facilitado rnerced a dos elementos 
presentes en el DNA: una region Phi (®) localizada corriente arri- 
ba de la region DR1, que contiene la secuencia complementaria 
de la portion superior izquierda del asa de s (Figure 24.3.5) y 
una region contigua y parcialmente superpuesta a DR1 denomi- 
nada Omega (co). s, ® y co interactuan entre si, lo que favorece la 
translocacion del oligoncleotido de DNA. Despues de producida 
la misma, la sintesis de la cadena L (-) continua, degradandose 
simultaneamente el templado de RNApg mediante la actividad 
del dominio RNAsa H de la Pol, y dejando sin clivar unos 11-16 
nucleotidos del extremo 5’ de dicho RNApg. La sintesis de la 
cadena L (-) finaliza con la lecture del extremo 5’ de ese RNApg, 
y contiene una terminal redundante "r" de 10 bases de longitud 
aproximadamente. Posteriormente, la secuencia remanente del 
RNApg, que comprende en su extremo 3’ el oligorribonucleotido 
de 1 1 nt poliadenilado que contiene la secuencia DR1, es translo- 
cado a un sitio homologo dentro de la cadena L (-): el DR2. Este 
oligorribonucleotido va a actuar despues como cebador para la 
sintesis de la cadena S (+) del DNA viral. 

4) Sintesis de la cadena S (+). La cadena L (-) neosinteti- 
zada sirve de templado para la sintesis de la cadena S (+). Como 
se explico anteriormente, un oligorribonucleotido proveniente del 
RNApg es translocado a la region DR2 de la cadena L (-), produ- 
ciendose un apareamiento de bases (Figure 24.3. 10B). Este oligo- 
rribonucleotido actua como cebador para la sintesis de la cadena S 
(+). Esta cadena se elonga sin interruption hasta que la polimerasa 
viral alcanza el extremo 5’de la cadena L (-). En este punto, Pol se 
va a translocar desde el extremo 5’ al 3’de la cadena L (-), forman- 
dose asi una molecula de DNA circular, laxa, parcialmente bicate- 
naria. La sintesis de la cadena S (+) es habitualmente incompleta 
con relation a su templado L (-), desconociendose las razones de 
ello. Algunos autores proponen que podrla deberse a una restric- 
tion espacial del lumen de la nucleocapside viral, previniendo asi 
que se complete la sintesis de dicha cadena S (+). Desde este punto 
de vista, una mayor elongation de esa cadena luego de la infection 
de nuevas celulas, desestabilizaria la nucleocapside, produciendo- 
se as! el desnudamiento del genoma viral. 

Finalmente, las nucleocapsides maduras y los viriones contie- 
nen al DNA genomico del HBV de 3.2 kb covalentemente unido a 
Pol. Estas nucleocapsides maduras pueden seguir dos vias: retor- 
nar al nucleo para originar nuevo DNAccc y reproducir el ciclo o 
bien adquirir la envoltura viral con los antigenos de superficie y 
ser liberadas desde las celulas como viriones, formando las partf- 
culas de Dane (Figure 24.3.9B). Despues de multiples ciclos -en 
la infection cronica- el DNA viral puede integrarse al genoma 
celular. 
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4.3 iNFECCldN LATENTE 

Cierta proportion de las celulas mononucleares de sangre periferi- 
ca de pacientes con hepatitis B persistente (aquellos que presentan 
serologia positiva para HBs Ag -o antigenemia HBs- por un pe- 
riodo mayor a 6 meses) posee fonnas monomericas o multimericas 
del DNA viral. Los estudios de separation celular sugieren que 
dicho DNA esta presente en linfocitos B (LB), monocitos, celulas 
linfoblasticas de la medula osea y leucocitos polimorfonucleares. 

4.4 Integracion viral 

En algunos pacientes con hepatitis B cronica y -habitualmente- 
en aquellos con hepatocarcinoma, el DNA del HBV se integra 
en sus hepatocitos. El DNA integrado es siempre de tamano sub- 
genomico; puede ser colineal o invertido, y contiene numerosos 
reordenamientos, incluyendo deleciones y duplicaciones. 

Conforme con la estructura ffsica y el grado de mediation de 
las secuencias integradas, se obtienen diversas expresiones protei- 
cas: HBs Ag; HBc Ag; HBx Ag o productos de la polimerasa. 

La integracion parece ser mayoritariamente un evento al azar 
que ocurre en diversos cromosomas celulares, siendo las secuen- 
cias cercanas al DR1 y DR2 del genoma viral las que aparecen con 
mayor frecuencia integradas, lo cual sugiere que la integracion de 
estas regiones no seria un hecho casual. 

Mediante tecnicas de PCR se pudo confirmar que la insertion 
del HBV en genes celulares es un evento frecuente que ocurre en 
los estadios tempranos de la infeccion por HBV, aun en el curso de 
una hepatitis aguda autolimitada. Este evento puede ocurrir tanto 
en genes reguladores de las cascadas de transduction de senates 
intracelulares, como en aquellos que controlan la proliferation y 
viabilidad celular. Se ha demostrado la integracion del genoma 
del HBV en los genes que codifican para la ciclina A, el receptor 
beta del acido retinoico y la mevalonato quinasa, entre otros. 
Recientemente se ha documentado que el gen de la telomerasa es 
bianco de la mutagenesis insercional llevada a cabo por HBV en 
el hepatocarcinoma. Este ultimo evento es de especial relevancia 
teniendo en cuenta la participacion de la ribonucleoprotema telo- 
merasa en el proceso de inmortalizacion celular, etapa inicial nece- 
saria para la transformation. 

El analisis genetico de muchos hepatocarcinomas revela ex- 
tensos reordenamientos de las secuencias virales integradas y de 
aquellas del genoma celular que las flanquean. Es probable que la 
estimulacion producida por el HBV conduzca a un estado de injuria 
persistente que estimule la regeneration del hepatocito, la que podrfa 
de algun modo favorecer la acumulacion de mutaciones del genoma 
celular, algunas de las cuales podrfan ser transformantes y por ende 
producir un cambio fenotipico maligno. 

5. Anm'GENOS VIRALES y respuesta immune del hospedador 

5. 1 Respuesta inmune innata 

El rol de esta respuesta en el control de la infeccion es motivo de 
intensa investigation y debate cientifico. Dado que no se dispone 
de datos suficientes acerca de la etapa inicial de la infeccion de 
seres humanos, algunos de los mecanismos mencionados a conti- 
nuation fueron conocidos a partir de estudios en modelos experi- 
mentales con ratones transgenicos y subsiguientemente otros -en 
cierta medida contrapuestos- en primates. 

Los estudios en chimpances experimentalmente infectados con 
HBV revelaron que este virus permanece relativamente invisible 
desde el momento de la infeccion hasta la aparicion de la respuesta 
adaptativa, dado que estudios seriados de microarreglos (microa- 
rrays) dc DNA en biopsias hepaticas no demostraron la expresion 
de genes de la respuesta innata. Elio podrfa estar vinculado a la 
localization de sus transcriptos de RNA en el nucleo, cuya estruc- 
tura es semejante a la de los RNAm celulares (con capuchon y po- 
liadenilados) y al secuestro del genoma replicativo viral dentro de 


las nucleocapsides. Todo ello contribuiria a una relativa ausencia 
de induction de IFN-a/ -(3, lo que facilitaria la diseminacion inicial 
no-citopatica del HBV en los hepatocitos. 

Sin embargo, la participacion de la respuesta innata en el con- 
trol de la infeccion no deberfa ser totalmente descartada, ya que la 
expresion genica podria ocurrir por debajo del umbral de detection 
de la tecnica de microarreglos de DNA. 

Mas aun, en los ratones transgenicos que exhiben copias "cro- 
mosomicas" del DNA del HBV y que son competentes para su re- 
plication, la respuesta innata puede controlar la replication viral 
en las etapas tempranas, inclusive antes de la detection de infiltra- 
dos de celulas inflamatorias o cualquier tipo de dano hepatico Una 
importante limitation de este modelo es la ausencia de DNAccc 
episomal, templado transcriptional del HBV en la infeccion natu- 
ral de pacientes. La administration experimental de ligandos es- 
pecificos para los TLR-3, -4, -5, -7 y -9 inhibe la replication del 
HBV en un modo IFN-a / -|1 dosis-dependiente. La production 
de IFN-a / -(3 en la infeccion por HBV produce: a) la reduction a 
un decimo del numero de capsides virales conteniendo el RNApg; 
b) la activation de la PKR con la consiguiente inhibition de la 
sintesis de proteinas virales; y c) el reclutamiento y la activation 
de las celulas presentadoras de Ag (CPA) -en especial celulas de 
Kiipffer-, de Ito y dendriticas (CD). El principal efecto del IFN-a 
e IFN-p contra el HBV es mediado por el proteasoma. Las CPA 
-a su vez- producen IL-18 y la quimioquina CCL3, induciendo la 
actividad de las celulas NK y NKT. Esta ultima estirpe celular in- 
hibe directamente la replication del HBV mediante la production 
de INF-y. Las dos subpoblaciones de NK (CD16 bright CD56 dim y 
CD16 dim CD56 bri8ht ) participan en la inmunovigilancia a traves 
de la production de mecanismos citotoxicos pro-apoptoticos y 
mediante la sintesis de IFN-y, respectivamente. Por otra parte, las 
celulas de Kiipffer coordinan el reclutamiento y maduracion de 
los linfocitos T (LT) especificos a traves de la sintesis de diferen- 
tes citoquinas y quimioquinas como IFN-y, CXCL9 y CXCL10. 
Si bien las celulas NK y NKT pueden participar directamente 
(mediante la lisis celular) o indirectamente (mediante la produc- 
tion de citoquinas y quimioquinas antivirales, reclutando celulas 
pro-inflamatorias y modulando la respuesta adaptativa) en eventos 
de patogenesis, los datos experimentales obtenidos en primates 
sugieren que no contribuirian significativamente al control de 
la viremia ni a la patogenesis de la infeccion en el higado huma- 
no infectado por HBV. 

5.2 Respuesta inmune adaptativa 

Se ha demostrado que las proteinas constitutivas del antfgeno del 
core y de los antigenos de envoltura (pre-Sl, pre-S2 y S) contie- 
nen epitopes que son reconocidos por los anticuerpos y otros que 
-algunas veces superponiendose- son reconocidos por los LT. Estos 
linfocitos T tambien reconocen epitopes de las proteinas X y Pol. 

Los antigenos de la envoltura viral son T-dependientes. Ello 
implica que para que se produzca la sintesis de los correspondien- 
tes anticuerpos, debe existir un linfocito T capaz de reconocerlos y 
responder ante ellos, emitiendo una serial estimuladora para el LB. 

Para que ocurra el reconocimiento de la celula T son necesarios 
los siguientes requisitos: 1) el antigeno en cuestion debe exhibir 
detenninantes T-dependientes; 2) el antigeno debe ser procesado 
correctamente por la CPA (celula dendritica, macrofago o linfo- 
cito B o celulas de Ito); 3) las moleculas del complejo mayor de 
histocompatibilidad (CMH) deben unirse adecuadamente dentro 
de la celula al epitope T-dependiente y este complejo debe ser apro- 
piadamente expuesto en la superficie de la CPA; y 4) el LT debe 
poseer el receptor de reconocimiento para el complejo formado por 
moleculas del CMH / epitope T-dependiente. Si todos estos facto- 
res estan presentes, el LT activado producira una serial inductora 
sobre el LB especifico para ese antigeno, que solo entonces reco- 
nocera los determinantes B conformacionales sobre la superficie 
de la proteina nativa (no sobre el antigeno procesado) a traves de 
sus inmunoglobulinas de superficie que actuan como receptores. 
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Editorial Figura 24.3.11. Modelo hipotetico de la patogenia de la eliminacion viral y de la injuria hepatocelular en la infeccion 
con virus de la hepatitis B. 


Si bien los anticuerpos neutralizantes anti-HBs son sin- 
tetizados tempranamente en la infeccion, no son detectables 
como anticuerpos libres durante los primeros 3-6 meses de- 
bido a que forman inmunocomplejos con el HBs Ag produci- 
do en exceso durante la replication viral. Por el contrario, los 
anticuerpos anti-HBc son detectados tempranamente en la infec- 
cion debido a que el antigeno hacia el cual estan dirigidos se en- 
cuentra dentro de la partlcula viral, impidiendose as! la formacion 
de complejos inmunes. 

Teniendo en cuenta que esta respuesta esta restringida por 
las moleculas del CMH, el nivel de anticuerpos dirigidos contra 
cada uno de los tres antigenos de la envoltura viral es regulado 
independientemente por los LT y es variable segun el fenotipo del 
CMH de cada individuo. De esta manera, un individuo vacunado 
con HBs Ag puede no responder a dicho estrmulo debido a la au- 
sencia de moleculas del CMH requeridas para el reconocimiento 
de este antigeno por la celula T. Sin embargo, este mismo individuo 
podria desarrollar una respuesta adecuada contra el HBs Ag, si se 
lo inoculara junto con antigenos de la region pre-S. Elio se debe a 
dos factores: 1) el reconocimiento independiente de las regiones 
pre-S 1, pre-S2 y S por las moleculas del CMH de los linfocitos T; 
y 2) el efecto colaborador de la region pre-S sobre el proceso de 
formacion de anticuerpos no solo dirigidos contra los determinan- 
tes exclusivos de esa region, sino tambien contra los de la region 
S. Es por ello que algunos laboratories estan preparando, mediante 
tecnicas de DNA recombinante, vacunas contra HBV que, ademas 
de contener como inmunogeno a moleculas de HBs Ag, contienen 
antigenos pre-S, con el objeto de disminuir la poblacion de indivi- 
duos que no reponden a la inmunizacion (alrededor de un 5-10% de 
adultos jovenes inmunocompetentes). 

Tambien el HBe Ag es T-dependiente. Por el contrario, el HBc 
Ag se comporta de manera diferente: posee caracterfsticas de epitope 


T-dependiente y T-independiente. Debido a esta ultima propiedad 
es que un antigeno determinado puede unirse a las Igs de superficie 
que poseen los LB como receptores e inducir la sintesis de los anti- 
cuerpos especificos correspondientes, sin la colaboracion de los LT. 
A su vez, la respuesta T-dependiente hacia este antigeno es energica. 
Ambos factores contribuyen a que la respuesta contra el HBc Ag 
sea 100 veces superior a la dirigida contra el HBs Ag, tanto a nivel 
de LB como de LT. Ademas, se ha observado un efecto colaborador 
de los LT especificos para el HBc Ag con los LB especificos para 
el HBs Ag. Ello se deberfa a que estos LB -que se unen al virion a 
traves de sus receptores para los antigenos S o pre-S- pueden actuar 
como CPA. Por este mecanismo, dichas CPA pueden presentar de- 
terminantes T-dependientes del HBc Ag. Por ende, al producirse el 
reconocimiento dual (molecula de clase II del CMH-epitope del HBc 
Ag en la superficie del LB) por los LT especificos para el HBc Ag, 
se genera la serial inductora tambien para estos LB que sintetizan 
anticuerpos contra la envoltura viral (anti-HBs / anti-pre-S). Estas 
observaciones han sugerido la utilization potencial de determinantes 
del HBc Ag en futuras vacunas para HBV como potenciadores de la 
respuesta inmune. 

Se ha demostrado que en pacientes con infeccion cronica con 
HBV coexisten en los sitios de injuria hepatica hepatocitos infec- 
tados con importante expresion de antigenos de histocompatibilidad 
de clases I y II en presencia de LT funcionalmente activos CD8 + y 
CD4 + en el tracto periportal. Estos datos sugieren que los hepato- 
citos infectados son reconocidos y destruidos por los LT citotoxicos. 
Ademas, se han aislado lineas de LT citotoxicos restringidos por 
moleculas HLA-A2 especificos para peptidos de core a partir de san- 
gre periferica de pacientes con infeccion limitada. Se ha observado 
que ciertos LT HBc Ag especificos pueden secretar IL-2, TNF-a e 
IFN-y, los que a su vez podrian participar en la patogenia del dano 
hepatocrtico y la eradication viral. 
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Figura 24.3.12. Esquemasimplificado de la inmunopatogenesis de la infeccion del hepatocito porel HBV. Las celulas den- 
drfticas (CD) desempenan un papel regulatorio importante en la respuesta de los LT CD4 + y CD8 + . El ingreso a las CD de viriones 
libres o la endocitosis de cuerpos apoptoticos infectados con HBV, permiten el procesamiento antigenico de las proteinas virales. 
Las CD pueden tambien inhibir clones CD8 + especificos que expresan en su superficie la proteina de muerte ceiular programada 
PD-1 al interactuar con el ligando especifico PD-L1 expresado en la celula presentadora, lo que favorece la persistencia viral. Los 
anticuerpos anti-HBs producidos por los LB son neutralizantes y facilitan la eliminacion de la circulacion del virus libre. 
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Figura 24.3.13. Implicancias de la respuesta inmune anti-HBV en el curso de la infeccion. 
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La poblacion de los LT CD4 + es multiespecifica, ya que esta 
dirigida contra peptidos de core , de la envoltura y de la polimerasa. 
En la hepatitis aguda esta poblacion es detectada al momento de 
observarse elevado nivel de DNA (antes del pico del dano hepati- 
co), persistiendo mucho despues de la recuperacion de la infeccion. 

La poblacion de LT CD8 + es la responsable de la elimina- 
tion viral y del dano histico. Dado que en las infecciones agudas, 
no todos los individuos son sintomaticos, se inhere que mecanis- 
mos no citolfticos son tambien capaces de erradicar la infeccion. 

Estudios realizados en primates infectados con HBV do- 
cumentaron que la deplecion de LT CD4 + no afecta signihca- 
tivamente el curso de la infeccion. En contraste, la deplecion 
temporal de LT CD8 + , pospuso la elimination viral y el dano 
hepatico hasta que dicha poblacion reaparecio en cirulacion y 
los clones especihcos de HBV entraron al hfgado. De hecho, el 
pico maximo de DNA viral se prolongo, demorandose la dismi- 


nucion de la carga viral y la elevacion de los niveles sericos de 
transaminasas. 

6. Patocemia 

Como se menciono anteriormente, los datos que sustentan el mo- 
delo de patogenesis molecular de la infeccion se basan fundamen- 
talmente en estudios experimentales realizados en primates y en 
ratones transgenicos. 

El HBV solo pudo propagarse ehcientemente mediante la in- 
feccion de cultivo de celulas en 1996, aproximadamente 3 decadas 
despues de su descubrimento. Los hepatocitos de Tupaia belangeri 
(un pequeno mamifero no roedor hlogeneticamente cercano a los 
primates) permiten reproducir la infeccion tanto in vitro (cultivo 
primario) como in vivo. En 2002 se reporto que la linea de hepa- 
tocarcinoma humano HepaRG en presencia de corticoides y dime- 


A 


) Corpus 
Editorial 


B 



Figura 24.3.14. Evolucion de la infeccion por HBV. A. Disfmil evolucion de la infeccion segun la misma ocurra en la etapa 
perinatal o en la adultez. B. Tasas anuales estimadas de progresion a traves de diferentes estadios clfnicos observadas 
durante la infeccion cronica en adultos (Adaptado de Fattovich et al; Gastroenterology 127 : S35-S50, 2004). 
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Figura 24.3.15. Patrones histologicos de la infeccion por HBV. Panel A: Higado normal en el que se senala un ducto 
biliar (B), una arteriola (A), y una venula (V) (hematoxilina y eosina, x40). Panel B: hepatitis B cronica con necrosis y sin 
fibrosis; la flecha muestra hepatocitos con citoplasma en forma de vidrio esmerilado (tincion de Masson xlOO). C: hepatitis 
cronica con moderada a intensa actividad (PAS, x200). Panel D: imagen en vidrio esmerilado. (G). Unica celula en el centra 
con citoplasma homogeneo que contiene grandes cantidades de HBs Ag (H-E, xIOOO). Panel E: Inmunoperoxidasa para 
HBs Ag (tefiido de marron, avidina-biotina, x 1000). Panel F: Inmunoperoxidasa para HBc Ag, con distribution nuclear e 
hepatocitos (avidina-biotina, xIOOO). Panel G: cirrosis debida a hepatitis B cronica. Fibras gruesas rodean nodulos de rege- 
neration, con leve infiltrado inflamatorio (Tricromico de Masson, x200). Panel H: carcinoma hepatocelular moderadamente “Si 
indiferenciado. Las celulas tumorales simulan pequenas rosetas. Las flechas indican numerosas celulas en mitosis (H-E, / | 

x600). Fotografias del Dr. Ihsan Housini, University of Texas Southwestern Medical School, Dallas, EE.UU. 


til sulfoxido tambien posibilita la propagation del virus. En 2007 
se reporto que el cultivo primario de hepatocitos fetales humanos 
tambien es permisivo a la infeccion por HBV. Estas lfneas celulares 
no se utilizan con fines diagnosticos, sino de investigation de la 
patogenesis de la infeccion. 

En general, se acepta que la respuesta inmune celular dirigida 
contra antigenos virales expresados en la superficie del hepatocito 
es responsable tanto de la injuria hepatocftica como de la elimi- 
nation viral de esa celula. Existen tambien evidencias que indican 
la posible participation de ciertos mecanismos directos de injuria 
en individuos inmunosuprimidos. 

Una de las evidencias que apoyan la naturaleza inmunopatoge- 
nica de la lesion hepatocftica fue provista por el hallazgo de que las 
celulas linfomonocitarias de pacientes con hepatitis B cronica eran 
citotoxicas in vitro contra hepatocitos autologos infectados. Esta ci- 
totoxicidad era bloqueada mediante la adicion de anticuerpos anti- 
HBc. Por otra parte, los LT CD8 + predominan en los sitios donde hay 
lesion tisular in vivo. 

Estudios pioneros realizados en primates por Francis V. Chisari 
y colaboradores documentaron que la elimination de la infeccion 
aguda del HBV en el higado ocurre fundamentalmente mediante 
mecanismos no citoliticos mediados por IFN-y y TNF-a secreta- 
das por celulas CD8 + , a los que sucede una fase complementaria 
mediada por la actividad citotoxica de dichas celulas. Las obser- 
vaciones realizadas por dicho investigador en ratones transgenicos, 
documentaron que las mencionadas celulas citotoxicas activadas 
median a traves del IFN-y la induction de quimioquinas (tales 
como CXCL9 y CXCL10) que atraen localmente a celulas proin- 
flamatorias inespecificas que amplifican el dafio histico. Entre 
las celulas que participan de dicha amplification de la lesion necro- 
inflamatoria tisular deben mencionarase a los polimorfonucleares, 
que a traves de la sintesis de las metaloproteasas 8 y 9, facilitan 


el reclutamiento subsiguiente de linfomononucleares inespeci- 
ficos. Muy recientemente se observo que los LT CD8 + son atraidos 
inicialmente hacia los hepatocitos infectados merced a la respues- 
ta inflamatoria mediada por el sistema inmune, que modifica la 
pared de los vasos y promueve la activation de plaquetas, lo cual 
acumula a los CD8 + in situ. 

Los datos experimentales obtenidos en ratones transgenicos 
indican que el IFN-y media la elimination no citolitica de nu- 
cleocapsides conteniendo el RNApg evitando su ensamblaje cito- 
plasmatico, en una manera proteasoma- y quinasa-dependiente. 
A su vez, el RNApg es desestabilizado en el niicleo a traves de 
la interaction con una proteina de union al genoma monocatena- 
rio denominada SSB ( Single Strand Binding) acomplejada con la 
proteina La. 

En las Figura 24.3.11, se representa un esquema general de la 
inmunopatogenia postulada para la infeccion por HBV. En el se 
observan dos compartimientos separados: el higado y los sitios ex- 
trahepaticos. Los mecanismos que participan en cada uno de ellos 
son diferentes. En las Figuras 24.3.12 y 24.3.13 se describen algu- 
nos mecanismos generales que participan en la lesion hepatocftica. 

De acuerdo con el modelo propuesto, bajo la modulation de 
LT colaboradores CD4 + Thl, los LT citotoxicos CD8 + responden 
a uno o mas antigenos expresados en la membrana del hepato- 
cito ejerciendo funciones efectoras, que producen la injuria ce- 
lular y la elimination de la celula infectada del tejido hepatico 
(vease el item 2.4 del capitulo 5). A su vez, bajo la influencia de 
LT colaboradores €1)4’ Th2 (actualmente denominados T foli- 
culares helper o Tfh), los LB sintetizan anticuerpos necesarios 
para la elimination del HBV circulante (Figura 24.3.12). 

Todas las funciones mencionadas podrfan ser a su vez re- 
guladas por LT supresores (T regulatorias [Tregs] con fenotipo 
CD4 + o CD8 + ). La poblacion de Tregs naturales con expresion 
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Figura 24.3.16. Evolucion de la hepatitis B aguda (A) y cronica (B): correlacion con los marcadores virologicos y 
serologicos. 
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Marcador 

Portador inactivo 

Hepatitis cronica 

Lesion hepatica 

No o minima 

Si 

Antlgenos virales en hepatocitos 

HBs Ag + 

HBs Ag + 


HBc Ag - 

HBc Ag + 

HBs Ag serico 

+ 

+ 

HBe Ag serico 

4 * — > - 

+ (frecuente) o - 

Anticuerpos anti-HBe circulantes 

+ (frecuente) 

Variable 

Anticuerpos anti-HBc 

+ 

+ 

circulantes 



Actividad de DNA 

- o minima 

+ 

polimerasa viral 



Carga viral HBV 

<10 5 copias/mL 

>10 5 copias/mL 


Tabla 24.3.3. Cuadro comparative entre un portador cronico inactivo del HBV y un paciente con hepatitis cronica 
por HBV. 


constitutiva de las moleculas CD4 y CD25 (y del factor de trans- 
cription FoxP3) suprime mediante el contacto celula-celula una 
variedad de celulas inmunes y de respuestas incluyendo la de celu- 
las CD4 + CD25', la produccion de IL-2 y la proliferation de celulas 
CD8 + , la produccion de IFN-y y la actividad citotoxica. Si bien 
estas celulas Tregs requieren la activacion con antlgenos especifi- 
cos para adquirir el fenotipo supresor, una vez activadas ejercen los 
efectos inhibitorios tanto en una manera antigeno-especifica, como 
antlgeno-inespecifica (promoviendo dicho efecto sobre celulas que 
son "testigos inocentes" de su actividad supresora [efecto bystan- 
der]). Los LT CD8 + supresores pueden tambien inhibir la prolife- 
racion T y la citotoxicidad tanto mediante contacto celula-celula, 
como a traves de la secrecion de IL-10. Esta citoquina puede in- 
hibir la expresion de moleculas del CMH-I, y contribuir por ende a 
la inhibition de la citotoxicidad mediada por celulas CD8 + . 

Se acepta que una respuesta vigorosa, policlonal y multiespetifi- 
ca de los LT CD8 + (dirigida contra epitopes de las protelnas S, C, Pol 
o X) promueve la limitation de la infection durante la fase aguda de 
la infection. Por el contrario, una respuesta debit, oligoclonal y oligo- 
o monoespeciflca de LT CDS', se asocia a la infection persistente 
(Figure 24.3.13). 

Recientemente, se ha demostrado que la persistencia viral 
esta favorecida por: a) la interaction entre el receptor inmune 
de muerte programada PD-1 ( Programmed cell Death 1 ) expre- 
sada en los linfocitos T y el ligando PDL-1 expresado en celulas 
presentadoras de antlgenos, as! como por b) la actividad de las 
Tregs FoxP3 + . La interaction entre PD-1 y PD-L1 promueve se- 
nates intracelulares en los linfocitos T (CD4 + o CD8 + ) que inhiben 
su activacion y favorecen su agotamiento (Veanse en el capitulo 8, 
el item 2.4.1 y la Figura 8.7). La poblacion de linfocitos T CD8 + 
especificos para HBV esta disminuida en los pacientes que no pue- 
den controlar la infection, debido a mecanismos proapoptoticos 
mediados por la proteina Bim ( Bcl-2 interacting mediator). 

Entre las evidencias que sugieren que tambien podrfan parti- 
cipar otros mecanismos patogenicos en la infection del hepatocito 
merecen destacarse las siguientes: 

1) Estudios experimentales realizados in vitro demostraron 
que llneas celulares que son transfectadas con el gen del core 
-pero no con el gen del antigeno de superficie- muestran efecto 
citopatico al producirse la expresion del HBc Ag, probablemente 
por su capacidad de union al DNA. En un modo analogo, ra- 
tones quimericos inmunodefleientes SCID ( Severe Combined 
Immuno Deficient) que portan un hlgado humanizado y que 
fueron infectados in vivo con HBV, exhiben dano hepatico. 
Estos hallazgos enfatizan el rol de la respuesta inmune, no 
solo para promover las lesiones hepaticas inmuno-mediadas 
y eliminar subsiguientemente la infection, sino que limitan 


el dano atribuible al propio virus, el que no se observa en el 
paciente inmunocompetente. 

2) La utilization de ratones transgenicos que portan el gen viral 
de interes y, por ende, son inmunologicamente tolerantes a la protef- 
na codificada- permite actualmente diferenciar los eventos mediados 
unicamente por la expresion viral de los producidos por la respuesta 
inmune. En este modelo se ha observado que la sobreproduccion de 
la proteina pre-Sl inhibe la liberation a la circulation de la proteina 
S. Como consecuencia, las celulas adoptan un aspecto histologico de 
vidrio esmerilado en las que se observa al microscopio electronico 
una acumulacion de particulas filamentosas en su reticulo endoplas- 
mico. Subsiguientemente, ocurre la muerte celular en presencia de 
una respuesta inflamatoria, asociada con elevation de las transami- 
nasas. La gravedad de la lesion es proportional al grado de acumula- 
cion de los filamentos en el reticulo endoplasmico de los hepatocitos. 
Dichas particulas filamentosas tambien se detectan en hepatocitos 
humanos infectados con HBV con aspecto de vidrio esmerilado 
como resultado de una desregulacion de la smtesis de las protemas 
de envoltura. Como se ha mencionado anteriormente la inhibition de 
la secrecion de la proteina S debida a un exceso del pre-S 1 ocurre en 
pacientes cronicamente infectados con cepas del HBV que presen- 
tan mutaciones o deleciones en las regiones promotoras de pre-S 1 y 
pre-S2 / S. Dc ahi que algunos autores postulen que en la infection 
cronica el dano hepatico es producido, al menos parcialmente, por 
la propia infection viral y no unicamente por la respuesta inmune. 

Finalmente, se ha observado que la coinfection del HBV con 
HDV es capaz tambien de producir injuria celular. 

A nivel extra-hepatico, el dano hfstico producido por el de- 
pdsito de inmunocomplejos formados por HBs Ag e Igs espeti- 
ficas con participation del sistema del Complemento, se asocia 
a glomerulonefritis, arteritis y artritis. Estos inmunocomplejos 
estan presentes en el 100% de los pacientes en la etapa aguda, pero 
perduran mas alia de la 4ta. semana de enfermedad solo en aque- 
llos que desarrollan la infection persistente. La detection de dichos 
inmunocomplejos circulantes (conformados por el HBs Ag y anti- 
cuerpos especificos de clase IgM, IgG y tambien IgA) es frecuente 
durante las fases de replication viral activa. 

6.1 Evolucion temporal de la infecciOn por HBV y su 

CORRELACION CON LOS MARCADORES SEROLOCICOS Y VIROLOCICOS 

El perfodo de incubation de la enfermedad puede oscilar entre un nn- 
nimo de 4 a 6 semanas hasta un maximo de 4 a 6 meses. Durante este 
perfodo hay replication viral y en suero se pueden detectar FIBs Ag, 
DNA viral y HBe Ag. Luego del perfodo de incubation, la infection con 
HBV puede dar lugar a dos cursos de evolucion: agudo o persistente. Sin 
embargo, es menester recordar que puede haber infecciones subclfnicas 
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autolimitadas en la etapa aguda, o bien que evolucionen hacia la persis- 
tence (este caso es el habitual cuando se adquiere en la etapa perinatal). 

En las Figuras 24.3.14 y 24.3.15 se indican algunas posibilida- 
des evolutivas de la infeccion con HBV y su imagen histologica, y 
en las Figuras 24.3.16 y 24.3.17 la correlation de cada etapa de la 
infeccion con los diversos marcadores de la infeccion. 


factores que agravan su gravedad. Existen evidencias iniciales que 
sugieren la participation de una respuesta ectopica inmune humo- 
ral (anticuerpos IgM e IgG anti-HBc masivamente producidos por 
plasmocitos hepaticos, que se unirian al HBc Ag expresado en he- 
patocitos, con deposito de complemento) en la patogenesis de la 
hepatitis B fulminante. 


) Corpus 
Editorial 


6.1.1 Infeccion aguda 

Gran parte de los individuos infectados puede presentar una infec- 
cion subclinica o inaparente, seguida de una rapida elimination viral. 
Esto es debido a una respuesta inmune adecuada con production de 
altos titulos de anticuerpos neutralizantes anti-HBs. Estos anti- 
cuerpos confieren habitualmente inmunidad protectora frente a 
la reinfection con el mismo genotipo o a la primoinfeccion con 
cualquier otro genotipo del HBV. Por otra lado, una cuarta parte de 
los individuos jovenes / adultos infectados con HBV desarrolla una 
hepatitis clinica. Antes de la aparicion de ictericia, y otros sintomas 
de hepatitis, el paciente puede presentar artritis, artralgias, mialgias, 
neuralgias, vasculitis, rash cutaneo, glomeralonefritis y otros trastor- 
nos. Como se menciono anteriormente, todas estas manifestaciones 
son debidas a la formation de inmunocomplejos circulantes y al sub- 
siguiente deposito tisular. 

Cuando un individuo entra por primera vez en contacto con el 
virus, los marcadores de la infeccion con HBV comienzan a ser de- 
tectables recien aproximadamente 6 a 10 semanas post-infection, 
con la aparicion del HBs Ag y del HBe Ag, mientras que el DNA 
viral puede ser detectado en suero desde alrededor de 21 dias antes 
de la aparicion de los antigenos mencionados. Posteriormente, el in- 
dividuo infectado exhibe un incremento de los niveles sericos de las 
transaminasas hepaticas (generalmente > 500 U/L), con niveles de 
ALT (TGP) mayores a los de la AST (TGO). Alrededor de la sema- 
na 10 post-infection, pueden aparecer sintomas inespecificos como 
fatiga, nauseas, vomitos, dolor en el hipocondrio derecho e icteri- 
cia. En esta etapa comienzan a detectarse anticuerpos sericos IgM 
anti-HBc. En la fase de recuperation de la infeccion con HBV, los 
niveles sericos de las aminotransferasas hepaticas retoman a sus va- 
lores normales, desaparece el HBe Ag y los anticuerpos anti-HBe se 
toman detectables; finalmente se produce la seroconversion de HBs 
Ag hacia anticuerpos anti-HBs. Estos ultimos pueden persisitir en 
circulation por varios anos. Cuando los niveles de IgM anti-HBc co- 
mienzan a declinar, los niveles de anticuerpos IgG anti-HBc aumen- 
tan, permaneciendo por mas tiempo en circulation que los anti-HBs, 
e inclusive, pueden persistir durante toda la vida. Si bien es induda- 
ble que los verdaderos anticuerpos neutralizantes son aquellos 
dirigidos contra la envoltura viral, el exito en la limitation de la 
infeccion depende de una respuesta inmune potente, policlonal y 
multiespecifica celular citotoxica contra los diferentes antigenos 
del HBV. Estos anticuerpos anti-HBs permiten la elimination de los 
vims circulantes y aparecen al finalizar el periodo de estado (gene- 
ralmente son marcadores de resolution de la infeccion). Sin embar- 
go, se ha comprobado que el DNA del HBV detectado por PCR 
puede persistir por muchos ahos, aun luego de la seroconversion 
a anti-HBs. El periodo de estado de la hepatitis B aguda es variable: 
entre 4 y 6 semanas cuando la evolution es favorable. Se caracteriza 
por la presencia de una importante necrosis de los hepatocitos, como 
consecuencia de la destruction de las celulas infectadas por HBV a 
traves de mecanismos inmunologicos mediados por celulas citotoxi- 
cas (CD8 + , NK y NKT), dado que HBV no es un vims primariamen- 
te citopatico en el individuo inmunocompetente. 

Durante el breve periodo que corresponde a la seroconversion 
de HBs Ag a anti-HBs, no se detectan dichos marcadores serologi- 
cos. Se conoce a este lapso como periodo de ventana inmunolo- 
gica. El diagnostico en este periodo solo puede hacerse en funcion 
de otros marcadores, como por ejemplo mediante la detection de 
anticuerpos anti-HBc (habitualmente presentes), aunque tambien 
pueden detectarse anticuerpos anti-HBc. (Figura 24.3. 16A). 

En las hepatitis agudas fulminantes, las 4 fases que se des- 
criben en el devenir de las infecciones cronicas (vease la section 
24.3.6.1.2.1) se suceden rapidamente combinandose diversos 


6.1.2 Infeccion persistente con HBV 

La presencia de HBs Ag en suero por mas de 6 rneses indica pro- 
gresion de la infeccion hacia la forma persistente, irrespectivamen- 
te de la presencia o ausencia de lesion necroinflamatoria (hepatitis 
cronica documentada mediante analisis histopatologico de una 
biopsia). En la Tabla 24.3.3 se enumeran las diferencias principa- 
les entre un portador cronico inactivo del HBV y un paciente con 
hepatitis cronica por HBV. 

6.1.2.1 Fases de la infeccion cronica desde 
el punto de vista patogenico. 

Pueden reconocerse cuatro fases: 1) la de inmunotolerancia; 2) la 
de elimination viral por una activa respuesta inmune / hepatitis 
cronica HBe Ag + ; 3) la del estado de portador inactivo de HBs Ag; 
y 4) la de reactivation de la replication del HBV / hepatitis cronica 
HBe Ag' (Figura 24.3. 16B). No todos los pacientes atraviesan estas 
4 etapas. 

Fase de Inmunotolerancia. Esta fase se caracteriza por la pre- 
sencia de elevada carga del HBV plasmatica (> 10 5 copias/ml), 
HBe Ag + y normalidad de las transaminasas sericas. El HBV 
induce inmunotolerancia mediante la secretion de HBe Ag. Esta 
proteina soluble puede invadir el timo e inducir la deletion funcio- 
nal de LT CD4 + restringidos por moleculas de histocompatibilidad 
de clase II especificos para ese antigeno. Teniendo en cuenta la 
reactividad cruzada que existe entre el HBe y el HBc Ag a nivel de 
la respuesta mediada por los LT, este fenomeno explicaria la evo- 
lution habitualmente persistente en neonatos infectados en la etapa 
perinatal, en contraposition con lo observado en adultos jovenes 
cronicamente infectados en los que su timo involucionado ya no 
es capaz de delecionar funcionalmente clones de LT HBc / HBe 
especificos. Es probable que el grado de tolerancia varie segun los 
antigenos de histocompatibilidad del hospedador (como se ha de- 
mostrado en el modelo murino). Elio se traducirfa en diferencias 
para la seroconversion del HBe Ag hacia anticuerpos anti-HBe en 
individuos cronicamente infectados. A su vez, la emergencia de 
mutantes de HBV e' (el lector observara su indistinta designation 
como mutantes e minus, que exhiben el codon 28 de termination 
en el pre-core) en infectados cronicos, se asocia a perdida de la to- 
lerancia y a la consiguiente seroconversion para este antigeno. De 
modo analogo, la infeccion perinatal a partir de madres infectadas 
con estas mutantes e' (y con anticuerpos anti-HBe) conduce a in- 
fecciones agudas autolimitadas. En resumen, en esta fase la sintesis 
del HBe Ag se asocia con mayor probabilidad de evolucionar a la 
tolerancia inmune con persistencia viral, mientras que las mutantes 
e' se asocian mas frecuentemente a la inmunoeliminacion del HBV 
con lesion del hepatocito. Esta fase de inmunotolerancia puede 
durar 1 a 4 decadas en los neonatos infectados pero es de corta 
duration o esta ausente en quienes adquieren la infeccion en la 
infancia o la adultez. Durante esta fase, la seroconversion espon- 
tanea o mediada por tratamiento es infrecuente (<5%). Estudios 
prospectivos realizados con pacientes de Taiwan demostraron que 
solo una proportion minima de los que estan en esta fase (5%) 
evolucionan a cirrosis u ocasionalmente al HCC al cabo de 10,5 
anos de seguimiento. 

Fase de inmunoeliminacion / hepatitis cronica HBe Ag*. Se 
caracteriza por la presencia de HBe Ag asociado a altos o fluc- 
tuantes niveles de carga viral de HBV, persistente o intermiten- 
te elevation de las transaminasas sericas e inflamacion activa 
del higado. 

Los hepatocitos infectados que expresan antigenos neo- 
sintetizados son reconocidos por LT citotoxicos CD8 + . Tanto los LT 
colaboradores CD4 + como los citotoxicos CD8 + con especificidad 
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para HBc / HBe Ag son relevantes en la elimination de la celula 
infectada. Se han detectado LT citotoxicos restringidos por mole- 
culas de clase I HLA-A2 especlficos para un epitope comun al HBc 
y al HBe Ag constituido por los aminoacidos 18-27 del polipeptido 
core. Esta respuesta citotoxica limita la infeccion en la etapa agu- 
da. Ademas, se han documentado cambios aminoacldicos en otra 
pequena region del core (residuos 84-101) que se correlacionan 
con la enfermedad cronica. Los pacientes con hepatitis B cronica 
que presentan hepatocitos expresando en su citoplasma HBs 
Ag (imagen en vidrio esmerilado al microscopio optico) pueden 
eventualmente eliminar estas celulas infectadas como resulta- 
do de la secretion de IFN-y por parte de LT especiflcos para 
peptidos del HBc/HBe Ag. Este IFN-y, a su vez, es responsable 
del reclutamiento de una respuesta inflamatoria inespeclfica que 
tambien puede conducir a la necrosis. 

Esta fase -de manera inversa a la anterior- si bien presenta fluc- 
tuaciones en los niveles sericos de DNA viral, exhibe un aumento en 
los niveles sericos de las transaminasas hepaticas, lo que denota el 
grado mas grave de la afectacion del higado. El elevado nivel de las 
transaminasas, que suelen ascender subitamente (flares) se puede 
asociar al descenso transitorio del DNA viral y solo ocasionalmen- 
te a la seroconversion a anti -HBe. La duration y la frecuencia de 
esos ascensos subitos, se correlacionan con el riesgo de cirrosis 
y carcinoma hepatocelular. El desenlace de esta fase de inmuno- 
eliminacion esta relacionado con la conversion desde HBe Ag hacia 
anticuerpo anti-HBe. Factores tales como la mayor edad, mayores 
niveles de transaminasas, reagudizaciones, etnicidad no asiatica 
y genotipo viral (B>C) se asocian con mayor frecuencia a dicha 
seroconversion. Estudios con pacientes asiaticos donde prevalecen 
los genotipos B y C demostraron que los infectados con genotipo B 
exhiben una menor prevalencia de HBe Ag, una mayor precocidad 
para la seroconversion a anti-HBe.y una sostenida respuesta virolo- 
gica y bioqulmica luego de la misma. 

Fase de portador inactivo de HBs Ag. Se caracteriza por la 
ausencia de HBe Ag, deteccion de anticuerpos anti-HBe, con 
niveles sericos bajos (<10 5 IU/ml) de HBV, niveles normales de 
transaminasas e histologia de la biopsia exhibiendo minima 
hepatitis en ausencia de fibrosis. Concomitantemente, se observa 
una mejoria en la enfermedad necroinflamatoria hepatica. La apa- 
ricion de anticuerpos anti-HBe -con la consiguiente desaparicion 
del HBe Ag- es, en general, una serial favorable de evolution de 
la infeccion, con declination de la multiplication viral activa. 
Sin embargo, en afios recientes se ha documentado que existen 
hepatitis cronicas activas aun en presencia de anticuerpos anti- 
HBe, sin HBe Ag circulante detectable (vease mutantes de pre- 
core/core). Elio significa que la seroconversion del HBe Ag ha- 
cia anti-HBe no necesariamente implica que la infeccion se esta 
resolviendo; sino que tambien podria significar que el virus ha 
pasado al estado latente (por ejemplo, persistencia del DNAccc 
sin produccion de progenie viral), o que emergieron mutantes de 
pre-core y/o del BCP que impiden la slnteis del HBe Ag. En Ar- 
gentina, la mutante del pre-core G1896A (e ) se observo aso- 
ciada a una significativa proportion de hemodonantes (portadores 
asintomaticos) infectados con el genotipo F. 

Esta etapa puede persistir indefinidamente, lo cual tiene un 
pronostico favorable, especialmente si se alcanza tempranamente 
en el curso de la infeccion. Sin embargo, algunos portadores inac- 
tivos del HBs Ag, exhiben eventos de reactivacion, lo cual puede 
-aunque no obligatoriamente- ser la consecuencia de eventos de 
inmunosupresion. 

Fase de reactivacion de la replicacion viral (hepatitis croni- 
ca HBe Ag~). Esta fase se caracteriza por la ausencia del HBe 
Ag, la deteccion de anticuerpos anti-HBe, elevados y fluctuan- 
tes niveles de DNA viral y de transaminasas, en presencia de 
continua necroinflamacion. Por lo general, la fase anterior que 
se caracteriza por una baja o indetectable replicacion viral puede 
durar toda la vida, pero un grupo de pacientes puede experimentar 
una elevation en los niveles del DNA viral en suero, lo que denota 
un aumento en la replicacion viral. Todo lo anterior conlleva a un 


incremento en la respuesta inmune inflamatoria que puede terminar 
en la necrosis y/o apoptosis de las celulas hepaticas. A esta fase se 
llega habitualmente luego de un perfodo variable como portador 
inactivo, aunque algunos pacientes lo hacen directamente desde la 
segunda fase (hepatitis cronica con HBe Ag + ). Si bien el nivel de 
DNA viral es menor que en la hepatitis cronica HBe Ag + , en la 
cuarta fase los valores pueden alcanzar 10 8 -10 9 UI/1, aunque es ca- 
racteristica de esta etapa la fluctuation de los mismos, asi como el 
de las transaminasas. Dado que no se ha podido establecer un valor 
de corte de DNA de HBV serico que diferencie la hepatitis cronica 
HBe Ag + , de esta que es HBe Ag', se acepta que es mas importante 
la cuantificacion seriada del DNA viral que una unica determina- 
tion. En otros terminos, imagine el lector que es mas importante 
"el video" del curso evolutivo, que "la foto" del mismo. Aproxi- 
madamente un 0,5-1% de los individuos infectados cronicamente 
con HBV eliminan la infeccion espontaneamente cada ano. 

6. 1.2.2 Mecanismos que determinan la persistencia viral 
El mecanismo de persistencia viral no se ha dilucidado totalmen- 
te, pero se reconocen multiples factores -virales y celulares- que 
permiten la permanencia del virus en el hospedador con o sin repli- 
cacion viral. Entre los mismos se pueden mencionar: a) caracterfs- 
ticas generales del hospedador; b) supresion especifica del sistema 
inmune; c) generation de variantes / mutantes del HBV que per- 
mitan la evasion a la respuesta inmune; d) persistencia de formas 
genomicas estables del HBV dentro de la celula (DNAccc); e) in- 
feccion de sitios privilegiados (linfocitos, etc.); y f) integration del 
genoma viral al genoma celular. 

a) Caracterlsticas generales del hospedador. Diversos fac- 
tores propios del hospedador parecerian influir en la instalacion 
y/o mantenimiento de la persistencia viral como son: 

La edad del paciente en el momento de la infeccion : el 90-95% 
de los recien nacidos infectados desarrollan una infeccion cronica, 
mientras que solo un 1-10% de los adultos evolucionan a la cronici- 
dad. El HBc Ag, polipeptido que comparte epitopes T CD4 + y CD8 + 
con el HBc Ag (como se menciono en la Section 24.3.2.3), atraviesa 
la placenta induciendo tolerancia inmunologica en el recien nacido; 
mientras que en los adultos el HBe Ag produce un cambio de la res- 
puesta Thl a Th2. Ademas, se observo que en el adulto un defecto 
en la produccion de IFN-a e IFN-y produce una menor expresion de 
antlgenos de clase I del CMH sobre la membrana hepatocltica, por lo 
cual los LT citotoxicos no podrian reconocer a las celulas infectadas, 
favoreciendo de este modo la persistencia viral (vease el capitulo 8, 
Mecanismos de evasion viral). 

El sexo: se observo que las mujeres son menos afectadas que 
los hombres, ya que la cirrosis como consecuencia de una infec- 
tion cronica por HBV ocurre en una relation 2:1 entre hombres 
y mujeres, mientras que el HCC tiene una incidencia 5 a 7 veces 
superior en los hombres. Recientemente se ha determinado que la 
protema X esta implicada en el aumento de la transcription de 
los genes regulados por androgenos de manera directamente pro- 
portional a los niveles de esta hormona. Esta protema viral actua 
sobre-activando al receptor para androgenos mediante su fosfo- 
rilacion a traves de la via de la quinasa c-Src. 

La raza: Si bien no se ha encontrado hasta el momento una 
relation definida y estricta entre antlgenos de histocompatibilidad 
y persistencia viral, parecerfa que la transmision vertical del virus 
(madre / hijo) esta en cierto grado influida por diferencias etnicas. 
Se ha observado una fuerte correlation a nivel mundial entre el 
HLA DR 13 y la limitation de la infeccion por HBV, as! como a una 
significativamente restringida transmison perinatal de este agente 
en neonatos de China e Italia. De modo inverso, los alelos HLA 
DRB1*11/*12 y DQB1*0301 estan mayoritariamente asociados 
con la persistencia viral. A su vez, se ha observado un marcado 
predomio de los alelos DRB1*03 y *07 en la poblacion de no res- 
pondedores a la vacunacion para HBV. 

b) Supresion especifica del sistema inmune. En los pacientes 
infectados cronicamente con HBV la respuesta de los LT CD4 + y 
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CD8 + especificos para epitopes virales esta significativamente dis- 
minuida. Esta disminucion es mas acentuada en la poblacion de LT 
CD8 + especificos contra diversos epitopes del core, donde no solo 
esta estirpe celular se toma indetectable, sino que inclusive se ve 
disminuida su habilidad para producir IFN-y en estudios ex vivo. 
En estos pacientes tambien se ha observado una baja respuesta de 
los LT CD4 + , probablemente debida a una disminucion en la fun- 
cion de las celulas dendriticas (CDs) infectadas con HBV, las cua- 
les presentan una disminucion en la production de IFN-y, TNF-a e 
IL-12. Si bien el mecanismo de action de HBV sobre las CDs que 
infecta no es del todo conocido, se ha observado una reduction en 
la habilidad de estas para activar a los LT. 

Ademas de la disfuncion de las CDs, la infection cronica por 
HBV tiene efectos sobre otros componentes involucrados en la res- 
puesta inmune innata. Es asf como se ha observado una disminu- 
cion en la expresion del receptor TLR-2 en monocitos, especial- 
mente en pacientes HBe Ag + . Mas aun, el HBe Ag modula las vlas 
de transduction de senales de la respuesta innata interactuando con 
proteinas tales como TRAM, Mai y TLR-2 (vease la Figura 7.4 del 
Capitulo 7), suprimiendo la transcription de NFkB y la actividad 
del promotor de IFN-(3. 

c) Signification clinica de la variation genomica del HBV. 

Variaciones en la region pr e-core / core. En la infection por 
HBV se ha asociado estrechamente la infectividad a la detection del 
HBe Ag en suero. Sin embargo, diversos estudios demostraron que 
en aproximadamente un 70% de los pacientes con hepatitis B cro- 
nica con serologia negativa para HBe Ag, se detecta DNA viral en 
circulation y niveles sericos fluctuantes de las aminotransferasas he- 


paticas. Aestas variantes virales se las denomina HBe minus (HBe - ). 
En algunos de estos pacientes, tambien se ha observado actividad 
necroinflamatoria intensa en higado, e inclusive falla hepatica fulmi- 
nante. Elio puede deberse a mutaciones en la region del core o pre- 
core. Las mutation mas comun es la sustitucion del nucleotido G por 
el A en la position 1896 de la region genomica de pre-core (codon 
28), que se traduce en el cambio del triplete codificador de triptofano 
(TGG) por un codon de termination (TAG) como se observa en las 
Figuras 24.3.4. y 24.3.5, promoviendo asi la termination traduccio- 
nal prematura de esta protelna. De esta manera, al verse interrumpida 
la slntesis completa de la protelna pre-core de la cual deriva el HBe 
Ag se inhibe la slntesis de este ultimo. Por el contrario, la slntesis 
de la protelna del core no se ve afectada y por ende las partlculas de 
Dane pueden formarse. Como se observa en la Figura 24.3.5 cuando 
esta region genomica viral se transcribe a RNA se forma una estrac- 
tura con forma de asa-bucle que es estable, constituyendo la base 
molecular de la serial de encapsidacion s. 

La frecuencia con la que aparece la mutation puntual G1896A 
varla entre los distintos genotipos, dependiendo si el nucleotido 
presente en la position covariante 1858 es una C o una T en la 
region complementaria con la que hibrida. La presencia del nu- 
cleotido C, observada en los genotipos A, H y en algunas cepas 
del genotipo C, es desfavorable para el desarrollo de la mutation 
G1896A, debido a la inestabilidad que produciria a la estructura 
espacial de esta region de la molecula del RNA viral; en cambio, 
la presencia del nucleotido T en la position 1858 del DNA, como 
sucede con los genotipos B, C, D, E y F favorece que la mutation 
G 1896 A ocurra con frecuencia (resultando el codon de termina- 
tion TAG, en lugar de TGG). 
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Figura 24.3.17. Fases de la infection cronica por HBV y su correlation con la evolution del genoma viral. 
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Otra mutacion que se observa con frecuencia es la sustitucion 
nucleotidica G por A en la position 1899 del ORF que codifica el 
pre-core. Este cambio, resulta tambien en un codon de terminacion 
prematura de la traduction, que va a ser responsable de la smtesis de 
una protelna pre-core truncada. Como consecuencia de ello, tambien 
va a estar inhibida la smtesis del HBe Ag. Es comun encontrar que esta 
mutacion puntual acompane a la sustitucion nucleotidica G1896A. 

Las mutaciones mas usuales a nivel del promotor basico del 
core (BCP) (vease la Figura 24.3. 5A y B) son la sustitucion del nu- 
cleotido A por el T en la posicion 1762; y la del nucleotido G por el 
A en la posicion 1 764 de la region genomica del core. Estas mutacio- 
nes, que pueden aparecer solas o combinadas entre si, se traducen en 
una disminucion de la expresion del HBe Ag. Dichas variantes estan 
asociadas a un 10% de los casos de hepatitis B fulminantes, y a un 
27% de casos de hepatitis B cronica progresiva (Figura 24.3.17). 

El significado cllnico de las mutaciones en el pre-core pare- 
ceria diferir en distintas areas geograficas. Asi, por ejemplo, en 
Japon, la infection con HBV productor de HBe Ag se asocia a 
infecciones agudas autolimitadas, no observandose aparicion de 
mutantes HBe minus luego de la seroconversion. Sin embargo, en 
ese pals las hepatitis B fulminantes parecerfan estar asociadas a 
dichas mutantes. Por el contrario, solo una minima proportion de 
hepatitis fulminantes ha sido recientemente asociada a mutantes 
HBe minus en EE.UU. La observation de que el curso de la infec- 
tion por HBV sin antigenemia HBe puede variar entre subclmica 
y fatal sugiere que, ademas de la mencionada, otras mutaciones 
podrfan intervenir en el desenlace de aquella, como se observara 
en la infection experimental de primates. 

A1 respecto, recientemente se ha asociado en China la grave- 
dad de hepatitis cronicas activas a mutaciones sin sentido en tres 
regiones del core (codones 48-60, 84-101 y 147-155), las que co- 
existiendo con el codon 28 de terminacion, podrian constituir me- 
canismos de adaptation viral que favorecieran su persistencia. 

Variaciones en la region X. Dado que el marco abierto de 
lectura de pre-core/core se yuxtapone con el de X, los cambios 
nucleotidicos A1762T y G1764A que ocurren en la secuencia del 
BCP en el ORF de pre-core/core son responsables de los cambios 


nucleotidicos en X que se traducen a su vez, en los cambios ami- 
noacidicos K130M y VI 3 1 1, respectivamente (Figura 24.3.5 A). 
Estos cambios incrementan la union del factor hepatocitario nu- 
clear 1 ( HNF 1 ) al DNA produciendo un potente efecto transactiva- 
dor. Diversos estudios demostraron, que los pacientes con hepatitis 
B cronica infectados con dichas mutantes de HBx, presentan un 
mayor riesgo de desarrollar HCC. 

Variaciones en la region pre-S / S. Algunas de las variantes 
fenotfpicas observadas en la envoltura viral pueden tener relevan- 
cia por tres motivos: a) escape a la respuesta inmune del hospeda- 
dor; b) escape a la detection diagnostica; y c) escape dual a ambos 
eventos. 

Si bien las vacunas contra la hepatitis B que contienen 
como inmunogeno el HBs Ag, inducen protection completa 
contra la infection por el virus salvaje, diferentes estudios de- 
mostraron la posibilidad de adquirir la infection por dicho virus 
aun en aquellos casos en los cuales se habia administrado una 
adecuada inmunizacion activa / pasiva. Todas las vacunas anti- 
HBV actualmente comercializadas estan compuestas por HBs Ag 
salvaje; es decir que en ellas no estan incluidos los antigenos de 
superficie mutantes descritos hasta el momenta en el mundo. Al- 
gunas de estas variantes que contienen HBs Ag mutado, ademas 
pueden escapar a la detection inmunologica por parte de algunos 
de los equipos comerciales usados para el diagnostico de la infec- 
tion por HBV y en los tamizajes de los bancos de sangre. Diver- 
sos autores documentaron la selection de mutantes de escape del 
HBV durante la aplicacion de inmunoprofilaxis pasiva especifi- 
ca a pacientes que recibieron trasplante de thgado y a pacientes 
hemodializados, asi como tambien en ninos vacunados contra 
el HBV, que presentaban titulos protectores (igual o mayor a 10 
mUI/ml) de anticuerpos anti-HBs. Estos estudios postulan que 
las mutaciones en el HBs Ag son inducidas o seleccionadas por 
exposition prolongada a altos niveles de anticuerpos anti-HBs y 
que los cambios producidos en la polimerasa viral (debido a que 
el marco abierto de lectura de la envoltura se yuxtapone con el de 
Pol) podrian afectar, en diferente medida, la sensibilidad del virus 
a la terapia antiviral. 
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Figura 24.3.18. Perfil de hidrofilicidad de variantes del HBs Ag en un paciente con hepatitis cronica en presencia de 
anticuerpos anti-HBs cocirculantes en sangre periferica. Observese por ejemplo el cambio del perfil hidrofilico ante el 
reemplazo de la cisteina 107 por arginina (mutacion C107R). La sustitucion de cistelnas involucradas en puentes disulfuro 
altera significativamente la estructura secundaria de la proteina y puede permitir la evasion a los anticuerpos neutralizantes. 
(De Cuestas et al, 2006; J Clin Microbiol 44:21 91 -8, 2006; reproducido con autorizacion de la American Society for Micro- 
biology Press). 
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En 1 988 Zanetti describio por primera vez una mutante S de es- 
cape al sistema inmune, que habfa sido aislada de un nino del sur de 
Italia que habia recibido inmunizacion activa y pasiva post-exposi- 
tion. La caracterizacion de dicha mutante permitio determinar que 
la sustitucion en el gen S del nucleotido A por el G en la position 
587 (codon 145) era capaz de promover un cambio aminoacidico 
en el determinante a del HBs Ag (arginina en lugar de glicina) que 
permitfa a este virus mutante G145R escapar al reconocimiento de 
los anticuerpos neutralizantes preexistentes. 

Subsiguientemente se fueron reportando en otras partes del 
rnundo, mutantes de escape S naturales (es decir, que aparecen 
en el curso natural de la infeccion por HBV) o inducidas, ya 
sea por inmunizacion activa (vacunas) o pasiva (gammaglobulina 
estandar o hiperinmune especifica) con distintas mutaciones den- 
tro del determinante a, e inclusive fuera de la RHP del HBs Ag 
(Figura 24.3.8A). Algunas mutaciones ocurridas por fuera de la 
RHP podrfan a su vez de manera indirecta alterar la conformation 
del determinante a. 

En la Figura 24.3.18 se observa el perfil de hdrofilicidad corres- 
pondiente a diferentes variantes virales detectadas en un paciente 
de Argentina con hepatitis cronica en presencia de anticuerpos anti- 
HBs. Observese el efecto producido por el reemplazo de un residuo 
de cisteina por uno de arginina (C107R) o tirosina C107Y al mo- 
dificarse el perfil de hicrofilicidad (asociado a la antigenicidad) del 
determinante a. El reemplazo de dicha cistema impide la forma- 
cion de enlaces disulfuro que mantienen la estructura secundaria de 
la proteina salvaje (Figura 24.3.8A). Si bien la emergencia de estas 
mutantes de escape en la protema S no constituye aun un problema 
para la Salud Publica globalmente considerada, modelos matemati- 
cos anticipan que la inmunizacion activa que masivamente se lleva 
a cabo a nivel mundial, dejara sin nicho al HBV salvaje, por lo que 
se ha estimado que al cabo de las proximas 5 decadas un virus mu- 
tado en la envoltura (por ejemplo G145R) reemplazara al salvaje. 

La emergencia de mutantes de escape plantea un desafio a los 
planes de profilaxis activa y pasiva para HBV y al diseno de equi- 
pos comerciales usados para la deteccion del HBs Ag en el diag- 
nostico de la hepatitis B. 

En la infeccion natural por HBV se han descripto ademas de las 
mutantes de escape a la respuesta inmune humoral, mutantes de 
escape a la respuesta inmune celular. De esta manera, mutaciones 
ocurridas naturalmente en epitopes del HBs Ag reconocidos por los 
LT citotoxicos, no permiten el reconocimiento de la celula infecta- 
da por parte de aquellos LT citotoxicos inicialmente sensibilizados. 

Con respecto a mutantes del pre-S, merece destacarse la des- 
cription de un caso clfnico de un paciente con hepatitis B cronica 
avanzada y con hepatocarcinoma del que se aislaron variantes del 
HBV con mutaciones en la region pre-S. Dichas mutantes se carac- 
terizaron por presentar una secuencia pre-S con 183 nucleotidos 
menos. Elio implica que la envoltura viral carecia de 61 aminoaa- 
cidos, lo cual tiene obvias consecuencias para la interaction -y el 
reconocimiento- con los anticuerpos especificos. 

Asimismo, otro estudio, demostro la emergencia de mutantes de 
escape en las que no se sintetizaba la protema de envoltura pre-S2 
por estar mutado el codon de initiation ATG correspondiente, for- 
mandose entonces una proteina pre-S 1 de tarnano subnonnal expre- 
sando diferentes epitopes. 

Diferentes estudios tambien han demostrado actividad transac- 
tivadora en protemas pre-S2 truncadas. 

Del conjunto de estos estudios se infiere la posibilidad de ob- 
tener resultados falsamente negativos en ensayos de diagnostico 
inmunologico que utilizan como reactivo a anticuerpos monoclo- 
nales especificos para los antigenos pre-S circulantes o expresa- 
dos en hepatocitos. Esta limitation ha sido recientemente superada 
mediante el uso de anticuerpos policlonales en algunos equipos de 
diagnostico actualmente utilizados. 

Variaciones en la region Pol. Aunque la introduction de la 
terapeutica antiviral llevo a la selection de varias mutantes de Pol 
que confieren resistencia a la mayoria de las drogas antivirales uti- 
lizadas actualmente en el tratamiento de la hepatitis B cronica (vea- 


se "Tratamiento antiviral"), se deberia tener en cuenta que si bien 
las mutantes naturales de la Pol son poco frecuentes, existen. Se 
entiende como mutante natural de la Pol, aquella que es detectada 
antes de iniciar la terapeutica antiviral, capaz de conferir resistencia 
primaria natural al tratamiento especifico. Es decir, dicha mutante 
no emerge ni es seleccionada bajo la action de fuerza alguna de 
selection ejercida por la terapeutica antiviral. De acuerdo con este 
concepto, es de gran relevancia clfnica la deteccion de mutantes 
resistentes a los antivirales analogos de nucleosidos / nucleotidos 
actualmente utilizados en el tratamiento de la hepatitis B cronica 
antes de comenzar el regimen terapeutico con los mismos. 

d) Persistencia de formas genomicas estables del HBV den- 

tro de la celula. Luego del ingreso del HBV a la celula, las nucleo- 
capsides son direccionadas al nucleo donde es liberado el DNA 
genomico viral. Este DNA circular, laxo, parcialmente bicatenario 
es convertido en DNAccc, el cual es utilizado como templado para 
la smtesis de los RNAm y del RNApg. El DNAccc puede perma- 
necer en el nucleo celular por largos perfodos de tiempo -meses 
o inclusive anos- sin production de los RNA antes mencionados 
y -por ende- sin replication viral (Figura 24.3.9B). 

Esta forma de DNAccc es de relevancia clrnica, ya que se aso- 
cia a la resistencia viral al Interferon. 

e) Infection de sitios privilegiados. El HBV puede infectar 
otras estirpes celulares -ademas de los hepatocitos- como son los 
linfocitos, las CDs y las celulas neuronales. Si bien por estudios de 
microscopia electronica se documento la presencia de partlculas 
subvirales en veslculas endotiticas asf como DNA del HBV en el 
citoplasma de CDs infectadas, en estas mismas celulas no se de- 
tectaron capsides ni tampoco viriones. Esto ultimo demuestra que 
las CDs actuarfan solamente como CPA y no serian permisivas a la 
infeccion por HBV. Este hecho produce un disbalance en la action 
de estas celulas del sistema inmune, como es la alteration en el per- 
fil de citoquinas producido o de los receptores celulares expresados 
(por ejemplo, una disminucion de TLR2). A su vez, se ha demos- 
trado la presencia de HBs Ag y HBc Ag por inmunohistoqulmica 
en el citoplasma de neuronas, celulas de la glia y del endotelio 
vascular, asf como DNA del HBV -detectado por PCR- en lfquido 
cefalorraquldeo. Mas aun, la prevalencia de infeccion por HBV es 
significativamente mas elevada en aquellos pacientes que presen- 
tan enfermedades asociadas a desordenes en las neuronas motoras, 
comparados con aquellos que padecen otros tipos de desordenes 
relacionados con el SNC. 

f) Integration del genoma viral al genoma celular. Si bien 
la integration del genoma del HBV al genoma celular no es un 
paso necesario para la replication viral, este mecanismo permite 
tambien la persistencia viral. 

La integration del genoma viral puede producir deleciones y/o 
rearreglos en el genoma celular, que a su vez, pueden causar una 
desregulacion del ciclo celular. Por dicho motivo, se considera que 
este evento tiene importantes implicancias en el desarrollo del car- 
cinoma hepatocelular (HCC). 

Como se discutira mas adelante ( Vease "Relation entre el HBV 
y el hepatocarcinoma celular [HCC]") en la mayoria de los geno- 
mas de HBV integrados los ORFs para las protemas X y pre-S2 
estan conservados de tal manera que estos genes pueden ser trans- 
criptos normalmente. Ambas protemas actuan regulando diferentes 
vfas de transduction de senales con consecuencias tanto para la 
apoptosis como para la transformation celular. 

6.1.2.3 Relation entre el HBV y el HCC. 

Este es uno de los tumores mas frecuentes del mundo ya que se 
obervan 500 000 a 1 000 000 de casos nuevos cada ano. Tiene 
especial incidencia en el sudeste asiatico y en ciertas regiones de 
Africa al sur del Sahara, donde alcanza una tasa de 500 casos cada 
100 000 habitantes (0,5 %). La principal causa asociada a este tu- 
mor es la infection por HBV y/o por HCV (85-90% del total 
de los HCC. Aunque el riesgo de desarrollar este tumor es su- 
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Figura 24.3.19. Prevalencia mundial de la infeccion por HBV. 


perior en la infeccion por el HCV, el HBV es globalmente la 
principal etiologia. La infeccion cronica por uno o ambos virus 
asociada a cirrosis constituye un perfil frecuente entre los factores 
de riesgo asociados al hepatocarcinoma. Entre un 60 y un 90% de 
los tumores ocurre en pacientes con cirrosis macronodular, cuyo 
riesgo es 5 veces superior al de los pacientes sin cirrosis. Existen 
evidencias epidemiologicas y genetico-virologicas que asocian al 
HBV con el cancer hepatico. 

Epidemiologia. Se ha documentado que en areas endemicas 
de alta prevalencia del HBV (alta prevalencia de pacientes croni- 
camente infectados) existe una elevada incidencia de HCC (Figura 
24.3.19). Cerca del 50 % de los pacientes con este cancer exhiben 
HBs Ag o anticuerpos anti-HBc. La infeccion humana por HBV 
en estas areas usualmente ocurre en la etapa perinatal. El riesgo de 
desarrollar un cancer de higado en estos pacientes esta incremen- 
tado de 25 a 37 veces en comparacion con los no portadores del 
HBV. Dado que otros factores que tambien se asocian al desarrollo 
de este tumor (hepatitis C, aflatoxina Bl. alcohol, obesidad, dia- 
betes, tabaco, anticonceptivos orales, etc.) existen desigualmente 
distribuidos en areas de alta y baja prevalencia de individuos con 
hepatitis B cronica, se considera que el HBV puede inducir HCC 
aun en ausencia de otros agentes. En ciertas poblaciones, el riesgo 
de HCC en pacientes cronicos del sexo masculino alcanza un 40%, 
falleciendo casi el 50 % de los mayores de 40 arios por esta causa. 
Como se menciono anteriomiente, existe un incremento de recep- 
tores funcionalmente activos para androgenos en celulas hepaticas 
tumorales, lo cual podrfa contribuir a la elevada incidencia de este 
cancer en hombres (5-7 veces superior respecto a las mujeres). 
Otro factor que podrfa participar es la presencia en el genoma del 
HBV del elemento de respuesta a los glucocorticoides. Es posible 
que por un mecanismo analogo a la interaction entre los glucocor- 
ticoides y el DNA nuclear, ciertos corticoides puedan actuar sobre 
el DNA viral promoviendo la expresion de uno o mas de sus genes. 
La estimulacion permanente del ERG podrfa contribuir a la alta 
incidencia del HCC en la poblacion masculina. 

Factores genetico-virales. Como se menciono anteriormente, 
la integration del genoma del HBV al cromosoma celular no es una 
etapa requerida para la replication viral. De ahf que la presencia de 
DNA viral insertado en el cromosoma probablemente sea el resul- 
tado de una recombination ilegftima. Si bien la integration ocurre 


al azar, los sitios con un contenido en GC similar al genoma viral 
podrfan servir de blancos preferidos. Es un rasgo saliente que des- 
de el punto de vista del genoma viral la integration ocurre a menu- 
do en o alrededor de las secuencias DR (de 1 1 nucleotidos), lo cual 
ha servido para postular que los templados virales para la integra- 
tion provendrfan de los intermediaries replicativos del DNA viral. 
En la integration del genoma del HBV al cromosoma participa la 
enzima celular topoisomerasa 1 . Mas relevante que el sitio de la 
integration en el cromosoma celular es la inestabilidad genomica 
que de ello resulta. Una sfntesis de los factores involucrados en 
la progresion de la infection por HBV que puede culminar en la 
cirrosis y en el carcinoma hepatico se exhibe en la Figura 24.3.20 
y en la Tabla 24.3.4. 

Las alteraciones del genoma humano habitualmente detecta- 
das consisten en deleciones, duplicaciones y traslocaciones. Los 
efectos dependeran del gen afectado y del grado de alteration de 
su expresion. Teniendo en cuenta que se han detectado estructu- 
ras invertidas repetidas de DNA viral y celular, es factible que los 
efectos de esta integration se ejerzan a miles de bases del sitio de 
insertion 

Aproximadamente un 80-90% de los hepatocarcinomas exhi- 
ben secuencias de DNA del HBV integrado. El 61 % de los tu- 
mores hepaticos analizados hasta el presente muestran secuencias 
de DNA viral en los cromosomas 3, 11, 17 y 18. Se desconoce el 
significado de esta preferencia. El proceso carcinogenico reconoce 
multiples fases asociadas a la initiation, promotion y progresion 
tumorales. 

Entre los diversos factores que podrfan estar involucrados 
en la genesis del HCC se reconocen los siguientes: 1) integration 
al azar del genoma del HBV al cromosoma celular; 2) generation 
de insertos virales defectuosos en la region X (superpuesta con 
pre-C) y/o S; 3) expresion del transactivador X; 4) acumulacion 
intracelular de la proteina S; y 5) actividad del promotor pre-S2/S. 
Concomitantemente, la respuesta inrnune podrfa contribuir a la in- 
juria celular, la inflamacion y la regeneration hepatica, factores de 
riesgo para la transformation hepatocftica. Los cambios geneticos 
multiples del hepatocito podrfan estar mediados por el HBV, ya 
sea mediante mutagenesis insercional o mediante la perdida de la 
actividad de genes supresores de tumores. Como ejemplo de ello 
se ha documentado que la expresion de la proteina p53 exhibe una 
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Factores asociados a un aumento del riesgo de progresion a cirrosis 

Del hospedador 

Virales 

Ambientales 

Edad avanzada 

Alta tasa de replicacion viral 

Co-infeccion con HDV, HIV o HCV 

Sexo masculino 

Genotipo (C>B) 

Consumo de alcohol 

Estado inmune 

Variantes de HBV (mutaciones en el promotor del 
core) 

Diabetes mellitus 



Obesidad 

Factores asociados con riesgo aumentado de progresion a HCC 

Del hospedador 

Virales 

Ambientales 

Edad avanzada 

Alta tasa de replicacion viral 

Co-infeccion con HDV, HIV o HCV 

Sexo masculino 

Genotipo (C>B) 

Consumo de alcohol 

Cirrosis 

Variantes de HBV (mutaciones en el promotor del 
core) 

Diabetes mellitus 

Historia familiar de HCC 

Efecto transactivador de X sobre genes celulares 

Obesidad 

Etnia (asiaticos, africanos) 


Tabaquismo 


Tabla 24.3.4. Factores asociados a un aumento del riesgo de progresion a cirrosis y HCC. 
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mutation en el tercer nucleotido del codon 249 (transversion de G 
hacia C o T), la cual se atribuye a un efecto selectivo de la aflato- 
xina Bl. En otros terminos, la protelnap53 funciona habitualmente 
como un factor supresor de tumores, pero al estar mutada en el 
sitio crftico mencionado pierde su capacidad de detectar y reparar 
el DNA celular danado, de detener el ciclo celular y disparar la 
apoptosis. Asimismo, la protelna X puede unirse a p53 e inhibirla 
(vease mas adelante). 

La perdida funcional de genes supresores de tumores por in- 
sertion, mutation espontanea o mediante cofactores como la afla- 
toxina constituye uno de los factores necesarios en la emergencia 
del cancer hepatico. 

El analisis del perfil de restriction del DNA de tumores hepa- 
ticos ha identificado regiones delecionadas en los cromosomas 4q, 
5q, lOq, 1 lp, 13q, 16q y 17p. Se desconoce si existe una eventual 
relation causal entre la integration del genoma viral y estas dele- 
ciones cromosomicas alelicas. La deletion tumor-especlfica sobre 
el cromosoma 17p incluye la perdida del gen supresor p53. Este 
proceso ocurrirfa en dos eventos sucesivos: primero, la aparicion 
de la mutation en la position 249; posteriormente, la selection de 
una poblacion celular que ha delecionado al gen "salvaje" p53. 

Recientemente se documento la integration del HBV en el gen 
de la telomerasa lo que promueve una activation de esta ribonu- 
cleoproteina asociada a la inmortalizacion celular. 

Las proteinas X y pre-S2 pueden participar tambien de la trans- 
formation hepatocitica. 

La proteina X regula la movilizacion intracelular de Ca ++ alte- 
rando la permeabilidad mitocondrial al interactuar con la proteina 
VDAC-3 (Voltage Dependent Anion Channel 31) que es parte del 
complejo del poro de transition mitocondrial. Elio deviene en la 
activation de quinasas Ca ++ dependientes (como la tirosina quinasa 
PyK-2) que influye en la actividad de NF-kB y modifica multiples 
genes y polipeptidos celulares indirectamente (Figura 24.3.21). 

Teniendo en cuenta que la proteina X actua como 
transactivadora de procesos transcripcionales, esta puede 
participar en la proliferation de celulas ya transformadas por 
una mutation espontanea o por la integration genomica viral, 
o bien iniciar la transformation transactivando genes como c- 
myc, c-fos y c-jun para promover un crecimiento anomalo. La 
actividad transactivadora se realiza mediante interacciones 
proteina-proteina, actuando corriente arriba en las cascadas de 
transduction de senales intracelulares. Estas cascadas culmi- 
nan con la activation de los factores de transcription AP-1, 


NF-kB, SP1 y Oct-1. HBx interactua tambien con otras pro- 
teinas tales como las subunidades del proteasoma y los facto- 
res transcripcionales RPB5, TFIIB, TBP, TFIIH, ATF/CREB, 
ATFIII, c/EBP, NF-IL6, Ets, Egr, SMAD4, RXR alfa (un re- 
ceptor nuclear de hormona), CBP-P300, p53, p53 se ” e IKBa, 
entre otros, los cuales regulan la expresion de una gran va- 
riedad de genes involucrados en el control del ciclo celular, 
la proliferation o la apoptosis. Se cree que HBx modifica la 
localization y/o la actividad de dichas proteinas celulares. Por 
ejemplo, HBx retiene a p53 en el citoplasma, impidiendo su 
actividad como supresora de tumores. En forma analoga, la 
interaction de HBx con IKBa impide la inhibition de esta 
sobre NF-kB, permitiendo que dicho factor transcriptional 
promueva la resistencia a la apoptosis (al inducir la expre- 
sion de las proteinas IAP [Inhibitory Apoptosis Protein ] que 
aumentan la sobrevida) y la proliferation celular. 

La mayor incidencia del HCC en hombres se debe a la acti- 
vation del receptor para androgenos inducida por la proteina X 
al promover un aumento de su fosforilacion a traves de la via de 
serialization de c-Src quinasa (Figura 24.23.21) en un modo dosis 
de androgeno-dependiente. 

Asimismo, la proteina celular Pinl -una peptidil prolil isomera- 
sa [PPIasa]- tiene una inlluentia crucial sobre HBx. 

Pinl se une especificamente a grupos fosfato promoviendo su 
isomerization en un conjunto de proteinas que contienen los moti- 
vos Ser/Thr-Pro, lo que induce cambios en su conformation, dado 
que dichos grupos fosfato pueden existir en cis o trans, debido a la 
naturaleza en anillo de 5 atomos de C del aminoacido prolina. La 
fosforilacion de proteinas es un mecanismo crftico de regulation 
de su funcionalidad. 

Si bien era conocido que la mayoria de las quinasas celulares 
modifican la actividad y localization de proteinas criticas del ciclo 
celular (como la ciclina Dl, (3 cateninas, NF-kB, c-Jun y p53), ac- 
tualmente se postula que mas que el evento de fosforilacion per se 
son crlticos los cambios confonnacionales promovidos por Pinl 
luego de dicha fosforilacion. HBx posee una secuencia aminoati- 
dica Ser-Pro que posibilita su fosforilacion por quinasas y su 
regulation por Pinl. Esta PPIasa estabilizaria HBx aumentan- 
do su capacidad transactivadora, y por ende, sinergisticamente a 
la actividad de la propia Pinl, inhibirla la apoptosis y promoveria 
la proliferation celular. Se ha observado que un 20-50% de los 
HCC (en occidente y China, respecivamente) exhibe sobreexpre- 
sion de Pinl (Figura 24.3.22). 
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Figura 24.3.20. Sintesis de los factores que contribuyen al desarrollo del hepatocarcinoma en individuos infectados 
cronicamente con HBV. (De: Fetelson M; Clin Microb Rev 5:275-301, 1992). 


La integracion del genoma viral produce con frecuencia dis- 
rupciones del gen x; sin embargo, este gen truncado mantiene su 
capacidad transactivadora. 

La protefna pre-S2 truncada en el extremo 3 ’ posee tambien poten- 
tial transactivador. Estos productos genicos del HBV en el citoplasma 
se unen a la protefna PKC, produciendo la activation de la cascada de 
transduction de senales c-Raf-1 / MEK / ERK. El evento antes men- 
cionado culmina con la activation del factor de transcription AP-1, 
cuya action desencadena la proliferation de los hepatocitos. 

Como se menciono anteriormente, la acumulacion de la pro- 
tefna S en el citoplasma de los hepatocitos de los pacientes croni- 
camente infectados produce las caracteristicas imagenes en vidrio 
esmerilado. Esta permanente acumulacion de protefna en el cito- 
plasma es uno de los factores que produce la inflamacion perma- 
nente del hfgado. 

7. Diagnostic*) de Laboratory: 

Interpretacion de Resultados 

El diagnostico de la hepatitis B se basa en criterios epidemiolo- 
gicos, clfnicos y de laboratorio. El diagnostico de certeza se ob- 
tiene mediante la detection de los distintos antfgenos virales y 
sus correspondientes anticuerpos: 1) HBs Ag / anti-HBs; 2) HBe 
Ag/anti-HBe; y 3) anti-HBc. El HBc Ag solo puede detectarse en 
los hepatocitos y no en suero porque no circula libre, sino rodeado 
de la envoltura viral formando parte de la partfcula de Dane. Estos 
marcadores serologicos permiten establecer el estadio evolutivo de 
la infeccion (aguda vs cronica), y en algunos casos tienen valor 
pronostico. 

Las tecnicas mas utilizadas en la actualidad para el diagnostico 
serologico de la infeccion con HBV son los enzimoinmunoensayos 
(EIE) como el ELISA y el MEIA, que son tecnicas de tercera gene- 
ration altamente sensibles y especificas. 


El radioinmunoensayo (RIA), tambien es una tecnica de ter- 
cera generation con una sensibilidad y especificad similar a la 
de los EIE. Sin embargo, su uso es muy limitado debido a que se 
trabaja con material radiactivo. A modo de ejemplo, estas pruebas 
son capaces de detectar hasta 0,1 -0,5 ng de HBs Ag/ml de suero, a 
diferencia de las tecnicas de primera, segunda y tercera generation 
utilizadas anteriormente como la inmunodifusion (sensibilidad: 
5000 ng/ml), la contrainmunoelectroforesis (sensibilidad: 1000 
ng/ml) y la hemaglutinacion pasiva (sensibilidad: 100-500 ng/ml), 
respectivamente. Tambien se utilizo en el pasado para la detection 
del HBs Ag la reaction de hemaglutinacion re versa pasiva, tecnica 
de tercera generation que poseia una alta sensibilidad (20-50 ng/ 
ml) pero una baja especificidad (mas del 20% de las reacciones 
correspondian a resultados falsamente positivos). 

A pesar de la exquisita sensibilidad de las tecnicas de ELISA, 
MEIA y RIA, estas no permiten asegurar con un 100% de certeza la 
ausencia del HBV en una muestra serica. 

La transfusion de sangre proveniente de hemodonantes HBs 
Ag-negativos por ELISA produce la infeccion en aproximadamen- 
te el 1% (y hasta el 4% en el sudeste asiatico) de los receptores 
transfundidos. La -asf denominada- infeccion oculta por HBV 
(DNA viral detectable en suero o hfgado en ausencia de HBs Ag, 
irrespectivamente de la presencia o no de anticuerpos especificos; 
vease el item 24.3.7.3) ha sido documentada en porcentajes va- 
riables mediante la tecnologfa NAT ( Nucleic Acid - Amplification 
Testing ) especialmente en paises donde la prevalencia de los anti- 
cuerpos anti-HBc es superior al 10%. 

7. 7 Marcadores serologicos a soucitar 

En la Figura 41.7 del Capitulo 41 (Diagnostico de Hepatitis vira- 
les) se indica conjuntamente la secuencia temporal de marcadores 
a solicitar durante el curso de una infeccion por HAV, HBV o HCV. 
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Figura 24.3.21. Cascadas de algunas de las senales activadas por HBV durante la oncogenesis. La expresion de las 
proteinas S y X se asocia a un aumento del nivel del Ca ++ citosolico. X tambien reside en la mitocondria, lo que promueve 
una alteracion del potencial de membrana mitocondrial. Al ingresar Ca ++ a traves de porinas integrales de membrana como 
VDAC3 (Voltage-Dependent Anion Channel 3) -un componente del poro de transition de la permeabilidad mitocondrial- se 
promueve el estres oxidativo mitocondrial, y la liberation de especies reactivas del oxigeno ( Reactive Oxygen Species). Elio 
deviene en la activation constitiutiva de factores de transcription tales como STAT-3 y NF-kB, que traslocados al nucleo 
participan en la inhibicion de la muerte celular, la proliferacion y la transformacion celular. La proteina X -a traves del aumen- 
to del Ca ++ citosolico- tambien activa una Tirosina quinasa (Pyk2) que activa la via de la Src quinasa y de JNK-3, las que 
mediante cascadas de senales, promueven la formation del dimero transcripcional AP-1 (c-fos unido a c-jun) que tambien 
traslocado al nucleo participa en la proliferacion celular. 


Es importante mencionar que las pruebas serologicas detectan la 
presencia de antlgenos o anticuerpos libres en circulation, y no los 
que estan formando imnunocomplejos. Es decir que cuando ambos 
estan presentes, solo se detecta la fraction en exceso (que no forma 
un complejo inmune) del analito correspondiente. En las figures 
24.3. 16Ay B y en la Tabla 24.3.5 se esquematizan los marcadores 
detectados en los diferentes estadios de la infeccion por HBV. 

HBs Ag: es el primer marcador serologico que aparece tras la 
infeccion aguda con HBV. Generalmente, se comienza a detectar 
entre las semanas 6 y 10 post-infeccion, antes de la aparicion de los 
smtomas y del incremento en los niveles sericos de las aminotrans- 
ferasas hepaticas, aunque en algunos casos puede llegar a detectarse 
ya a la semana de haber sido expuesto al virus. Si la infeccion aguda 
se resuelve, los niveles sericos de HBs Ag comienzan a declinar a los 
4-6 meses post-infeccion, instancia en la que los niveles serologicos 
de los anticuerpos anti-HBs comienzan a aumentar. Si el HBs Ag se 
detecta en suero durante mas de 6 meses se considera que el pa- 
ciente ha evolucionado hacia una infeccion persistente por HBV. 
Se busca dicho antigeno en los tamizajes serologicos de hemodo- 
nantes realizados en los Bancos de sangre para descartar portadores. 
Si el resultado es positivo, significa que esa sangre esta infectada 
y por ende se descarta; si es negativo se investiga la existencia de 
anticuerpos anti-HBc totales. Si con esta ultima determination se 
obtiene un resultado positivo -por una recomendacion de la Asocia- 
cion Argentina de Hemoterapia- se descarta esa unidad de sangre. Se 
puede cuantificar el HBs Ag, con objeto de monitorear la terapeutica 
antiviral. Las tasas mas elevadas entre el HBs Ag y el DNA del HBV 
corresponden al estado de portador inactivo. 

Anticuerpos anti-HBs: son los anticuerpos neutralizantes. Cuando 
se detectan en suero indican habitualmente que el paciente resolvio la 


infeccion y que esta inmunizado contra el virus. Es el unico marcador 
serologico que aparece en individuos vacunados. El tltulo de anti-HBs 
asociado a inmunidad protectora se considera que es igual o mayor a 10 
mUI/ml. Si el paciente esta cursando una hepatitis B aguda, y en el mo- 
menta en que los niveles de HBs Ag comienzan a declinar (4-6 meses 
post-infeccion), los niveles sericos de anti-HBs aumentan, significa que 
la infeccion tiende a remitir y que el enfemio no evolutionary hacia una 
infeccion persistente. Estos anticuerpos permanecen detectables durante 
varios anos. En la infeccion aguda existe un periodo de tiempo de 2-4 
semanas en el cual en suero no se detectan ni HBs Ag ni anticuerpos 
anti-HBs, lo cual se denomina periodo de ventana inmunologica. 
Dada la alta sensibilidad de las tecnicas utilizadas en la actualidad, es 
muy infrecuente observar dicho periodo de ventana. 

IgM anti-HBc: son los primeros anticuerpos en aparecer tras 
la infeccion con HBV. Se detectan en suero poco tiempo despues 
de la aparicion del HBs Ag, y permanecen detectables durante 6-24 
meses post-infeccion. La determination de estos anticuerpos es muy 
util para el diagnostico de la hepatitis B aguda. Los IgM anti-HBc 
tambien pueden detectarse durante las reactivaciones de la hepatitis 
B cronica o las exacerbaciones de la enfermedad hepatica, aunque 
en estos casos la IgG especifica exhibe niveles sericos superiores. 

IgG anti-HBc: estos anticuerpos indican que un individuo esta o 
estuvo infectado con el virus, y persisten durante toda la vida. Cuan- 
do aparecen en el transcurso de la hepatitis B aguda, van paulatina- 
rnente reemplazando a los IgM anti-HBc. Cuando los anticuerpos 
IgG anti-HBc aparecen junto con los anti-HBs luego de haberse 
seronegativizado el HBs Ag, significa que el paciente resolvio la in- 
feccion. La presencia de IgG anti-HBc en pacientes con antigenemia 
HBs (mayor a 6 meses) es indicativa de infeccion persistente por 
HBV. Es importante senalar, que en realidad los EIE comerciales 
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Figura 24.3.21. Papel de la proteina Pin-1 en la estabilizacion de la proteina X, lo que potencia su papel en la genesis 
del hepatocarcinoma celular. 


utilizados actualmente para la deteccion de anti-HBc, no detectan 
exclusivamente IgG anti-HBc, sino que detectan anticuerpos anti- 
HBc totales incluyendo IgM especifica. De esta manera, la presencia 
de IgG se puede inferir cuando los anti-HBc totales estan presentes y 
los IgM anti-HBc no son detectables. 

HBe Ag: su presencia, junto con el HBs Ag, generalmente in- 
dica que el virus se esta replicando en forma activa, que el paciente 
es altamente infectivo (mayor contagiosidad) y -habitualmente- 
que hay inflamacion hepatica, pero no establece si la infeccion es 
aguda o cronica. Se lo detecta en suero entre la semana 6 y 12 
post-infection. En aquellos pacientes donde se limite la infeccion, 
los niveles sericos del HBe Ag van a declinar con seroconversion a 
anti-HBe y diminution marcada de los niveles del DNA viral. La 
persistencia en circulation del HBe Ag por mas de 3-4 meses gene- 
ralmente no es un marcador de buen pronostico, dado que sugiere 
que el individuo va a evolucionar hacia la cronicidad. La mayorfa 
de los individuos que son seropositivos para HBe Ag, tienen DNA 
viral circulante. Sin embargo, alrededor de un 10% de los pacien- 
tes con hepatitis cronica activa que exhiben antigenemia HBe, no 
tienen DNA viral serico. En las cirrosis, ese porcentaje de discre- 
pancia se eleva al 30%. En la mayoria de los casos la discrepancia 
es transitoria, ya que posteriormente se observa seroconversion a 
anti-HBe. En muy pocos casos, sin embargo, existe antigenemia 
HBe persistente, en ausencia de DNA serico viral, atribuible a la 
posible smtesis del HBe Ag a partir del DNA viral integrado. 

Anticuerpos anti-HBe : la presencia de estos anticuerpos se 
asocia en general con una menor infectividad (menor contagiosi- 
dad) del paciente, y con un buen pronostico de la infeccion, dado 
que habitualmente implica que el virus dejo de replicar y que el 
paciente esta comenzando a resolver la infeccion. Sin embargo, en 
algunos individuos que son seronegativos para HBe Ag pero sero- 
positivos para anti-HBe se les detecta replicacion viral activa, con 
niveles sericos de DNA viral elevados (>10 6 copias/ml) y niveles 
sericos fluctuantes de las aminotransferasas hepaticas. La ausencia 
de HBe Ag en estos casos se debe a mutantes de pr e-core y/o del 
BCP (vease variantes de pr e-core/core). Estas mutantes se las pue- 
de encontrar en el 10-15% de los pacientes con hepatitis B cronica 
en EE.UU. y Europa, y en el 40-80% de los pacientes con hepatitis 


B cronica en el sudeste europeo. Medio Oriente, y Asia. Cuando se 
comparan a estos pacientes infectados con cepas HBc-mimis con 
aquellos que presentan infeccion cronica pero con seropositividad 
para el HBe Ag, se observa que los primeros poseen menores ni- 
veles sericos de DNA viral y perfodos intermitentes de actividad 
necroinflamatoria en higado con respecto a los segundos. Ademas 
este grupo de pacientes -infectados con mutantes HBe-minus- re- 
quiere generalmente un tratamiento con antivirales por un perfodo 
de tiempo mas prolongado para suprimir la replicacion viral, en 
relation a los pacientes cronicos con HBe Ag positivo. 

Ademas de las determinaciones serologicas, en algunos casos 
se realizan pruebas de biologia molecular para la deteccion o cuan- 
tificacion del DNA viral. Los estudios de biologia molecular no son 
necesarios para el diagnostico de la hepatitis B aguda; sin embargo, 
en los pacientes con infeccion cronica por HB V la deteccion cuanti- 
tativa del DNA viral (carga viral) es de gran utilidad. El diagnostico 
y la necesidad de tratamiento requieren la interpretation conjunta 
de los niveles del DNA viral, las aminotransferasas hepaticas y los 
hallazgos histologicos. Evidencias recientes sugieren que la genoti- 
pificacion del HBV tambien puede ser de utilidad para situaciones 
definidas, como pronosticar la progresion y severidad de la infeccion 
con ciertos genotipos, la respuesta a la terapeutica y la resistencia a 
los antivirales (vease el item 24.3.7.2). 

7.2 Aplicaciones cl/nicas de las tecnicas de biologia molecular 

El diagnostico de la infeccion aguda o cronica con HBV se efectua 
mediante las pruebas serologicas descriptas anteriormente. Sin em- 
bargo, en determinadas situaciones es util la realization de ensayos 
para detectar, cuantificar y caracterizar el DNA viral en suero. 

PCR cualitativa : En la gran mayoria de los casos, el diagnosti- 
co de la infeccion aguda se realiza mediante la deteccion serologica 
del HBs Ag y de los anticuerpos IgM anti-HBc. Como se menciono 
anteriormente, conjuntamente con el HBs Ag pueden detectarse en 
suero marcadores de replicacion viral activa tales como el HBe Ag 
y el DNA viral. Este ultimo se detecta en suero 21 dias antes de la 
aparicion del HBs Ag. Si los resultados obtenidos en los ensayos 
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Estado del paciente 

HBs Ag 

Anticuerpos 

anti-HBs 

HBe Ag 

Anticuerpos 

anti-HBe 

Anticuerpos 

anti-HBe 

DNA del HBV 

Infeccion aguda 







- Temprana 

+ 

- 

+ 

- 

IgM 

+ 

- Perlodo de ventana 

- 

- 

- 

+/- 

IgM 

+/- 

- Recuperation 

- 

+ 

- 

+ 

igG 

+/- 

Infeccion persistente 







- Estado activo 

+ 

- 

+ 

- 

IgG, IgM 1 

>10 5 copias/mL 

- Estado inactivo 

+ 

- 

- 

+ 

IgG 

<10 5 copias/mL 

- Reactivation 

+ 

- 

+/- 

- 

IgG, IgM 

>10 5 copias/mL 

- Con variante HBe Ag- 
minus (mutantes de pre- 
core/core) 

+ 



+ 

igG 

>10 5 copias/mL 

- Oculta 

- 

+/- 

- 

+/- 

+/- 

+ 

Infeccion pasada 

- 

+ 

- 

- 

igG 

- 

Vacunado 

_2 

+ 

- 

- 

- 

- 


Tabla 24.3.5. Marcadores sericos que identifican el estado del paciente. ’Se pueden detectar bajos niveles de IgM. 
2 EI HBs Ag podria detectarse transitoriamente en suero durante las primeras 24 horas luego de haber recibido la 
vacuna. 


para determinar la presencia del HBs Ag son discordantes, la de- 
tection del genoma viral en suero es una herramienta de maxima 
utilidad para el diagnostico de la infeccion aguda. Dicha determi- 
nation tambien es util para el diagnostico rapido de infeccion ante 
un accidente percutaneo en alguna de las poblaciones de riesgo 
como por ejemplo en profesionales de la salud. 

Otras indicaciones de solicitud de PCR para HBV son: 1) la 
investigation de replication viral en pacientes con HBs Ag y anti- 
cuerpos anti-HBe circulantes; 2) la determination de una infeccion 
oculta en individuos sin antigenemia HBs y eventual positividad 
para otro marcador serologico del HBV; 3) seguimiento de la in- 
feccion en programas de trasplante hepatico; etc. 

Genotipificacion: Como se menciono anteriormente existen 
cada vez mas evidencias que asocian la evolution del curso natural 
de la infeccion, el cuadro clfnico inicial y la respuesta al tratamien- 
to antiviral, con el/los genotipo/s del HBV involucrados. Mas aun, 
se ha postulado que la genotipificacion del HBV deberfa imple- 
mentarse antes de initial - la terapeutica antiviral. Si bien actual- 
mente se cuenta con diferentes tecnicas para la genotipificacion 
del HBV, las mas utilizadas son la secuenciacion nucleotfdica, la 
RFLP ( Restriction Fragment Length Polymorphisms) y el LiPA 
{Line Probe Assay; Innogenetics Gent, Belgium). Tambien se 
ha desarrollado un equipo de tipificacion mediante microdispo- 
siciones {microarrays) del DNA (HBV DNA-Chip assay proto- 
type; bioMerieux, France); vease el fundamento de la tecnica en 
el capitulo 9 "Diagnostico virologico". 

Secuenciacion nucleotidica: El genotipo viral de una cepa 
de HBV puede determinarse luego de la secuenciacion nu- 
cleotidica del genoma completo o de una portion de este (por 
ejemplo, region pre-S/S) o pr e-core/core y su posterior analisis 
filogenetico con programas de computation especificos. La se- 
cuenciacion nucleotfdica directa de los fragmentos de PCR -sin 
previo clonado- puede no detectar coinfecciones con diferentes 
genotipos del HBV, ya que se requiere un umbral cercano al 
30% del total de DNA viral a amplificar por PCR para ser ob- 
servable en la secuencia nucleotfdica. Debido a la circulation 
de cepas recombinantes, una adecuada genotipificacion del 
HBV debe ser realizada con la secuencia del genoma completo 
de la cepa analizada. Es importante tener en cuenta que esta es 
una metodologfa costosa que requiere de equipos especializa- 
dos y personal altamente entrenado, por lo que su utilization en 
la genotipificacion del HBV no se realiza rutinariamente para 
diagnostico o estudios de epidemiologia molecular (vease la 
Figura 9.31 del Capitulo "Diagnostico virologico"). 


RFLP: Se realiza una digestion con enzimas de restriction 
al producto de la amplification por PCR de una portion de la 
region pre-S/S de la cepa a analizar. El genotipo del HBV es 
asignado al comparar el perfil de fragmentos de restriction ob- 
tenido con patrones caracterfsticos de cada genotipo. Es una 
tecnica menos costosa que la secuenciacion nucleotfdica, y de 
mas facil acceso para los laboratories de mediana complejidad. 
Es por esto que es muy utilizada para el diagnostico y los es- 
tudios de epidemiologia molecular. A diferencia de la secuen- 
ciacion nucleotfdica directa, con la RFLP se pueden detectar 
coinfecciones con diferentes genotipos que contribuyen hasta 
con solo un 10% al total de la poblacion viral analizada. A su 
vez una desventaja de esta tecnica es que puede no detectar ce- 
pas recombinantes debido a que realiza un analisis parcial del 
genoma viral, a diferencia de la secuencicon nucleotfdica de 
genomas completos (vease la Figura 9.29 del Capitulo "Diag- 
nostico virologico"). 

LiPA: Se realiza una hibridacion en soporte solido con son- 
das especificas para cada genotipo utilizando el producto de 
PCR biotinilado obtenido al amplificar el DNA de la cepa a 
estudiar (region pre-S/S). El genotipo del HBV se determina al 
comparar las bandas reactivas en la muestra a estudiar y un pa- 
tron de referencia. Los equipos para realizar el ensayo de LiPA 
se comercializan mundialmente, lo que hace que esta tecnica 
ademas de poseer bajo costo y facil realization sea compara- 
ble entre diferentes estudios. Comparada con la secuenciacion 
nucleotfdica, el LiPA exhibe una sensibilidad del 99,3% y una 
e spec ificidad del 100%. 

Microdisposiciones del DNA {HBV DNA-chip): se utilizan 
spots de oligonucleotidos del HBV (sondas de captura) dispensa- 
dos en superficies de vidrio para promover la hibridacion con am- 
plicones obtenidos mediante PCR de la muestra de DNA del HBV 
del paciente que son marcados con biotina. Despues de la tintion 
con un conjugado de estreptavidina-ficoeritrina, la intensidad de la 
fluorescencia emitida es escaneada con un lector laser y los resul- 
tados obtenidos, son analizados con un software apropiado en una 
computadora. Se utilizan mas de 83 000 sondas por chip en una 
superficie total de 8 x 8 mm 2 en spots de 20 p 2 . Comparado con 
la secuenciacion nucleotfdica, el HBV DNA-Chip exhibe una 
sensibilidad del 97,5% y una especificidad del 97,8%. 

Cargo viral : La cuantificacion del genoma viral en suero se 
puede realizar mediante tecnicas de amplification de la serial 
(hibridacion lfquida, sistema de captura hfbrida, branched DNA), 
mediante tecnicas de amplification de la secuencia bianco (Am- 
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plicor HBV Monitor Test, Cobas Amplicor HBV Monitor Test, 
TMA/NASBA) o por PCR a "tiempo real" ( real-time PCR). 

La determination de la carga viral del HBV (genomas/ml) esta 
indicada en las siguientes situaciones: 

a) Para distinguir estados activos, inactivos, y reactivaciones 
en la infeccion cronica: los pacientes con hepatitis B cronica pue- 
den presentar de manera continua marcadores de replicacion viral 
activa o pueden altemar entre un estado activo (con replicacion vi- 
ral activa) y uno inactivo (sin replicacion viral activa). Se considera 
que hay reactivacion viral cuando los pacientes pasan de un estado 
inactivo a uno activo, independientemente de la reaparicion del HBe 
Ag en suero. El punto de corte que permite distinguir un estado de 
otro ha sido definido en 10 5 copias de DNA viral/ml. De esta manera, 
si los niveles del genoma del HBV estan por debajo de este valor 
de corte, se considera que el individuo se encuentra en un estado 
inactivo de la infeccion viral; si estan por encima de dicho valor, el 
individuo se encuentra en un estado de replicacion viral activa. La 
ausencia de replicacion viral en portadores cronicos del HBV parece 
asociarse a un menor riesgo de HCC, aun en presencia de cirrosis. 
En pacientes infectados con mutantes de pre-core/core (cepas con 
fenotipo e minus), el HBc Ag (ausente) deja de ser un marcador de 
replicacion viral activa, y en estos casos la deteccion del DNA del 
HBV en suero es una herramienta util para la confirmation de una 
reactivacion o de un estado activo de replicacion viral. Los pacientes 
con variantes de pr e-core/core pueden altemar periodos de inacti- 
vidad (niveles sericos de aminotransferasas nonnales, y DNA viral 
<10 5 copias/ml) con reactivaciones espontaneas, caracterizadas por 
la aparicion de viremia y elevation de las transaminasas. Ademas, 
en las infecciones por las mencionadas mutantes de pr e-core/core 
la carga viral suele ser mas baja que en aquellas por cepas salvajes. 

b) Para monitorear la respuesta al tratamiento antiviral: el 
nivel serico de DNA del HBV en suero es util para predecir la res- 
puesta al tratamiento antiviral. Una carga viral baja se asocia a una 
mayor respuesta virologica en pacientes tratados con IFN-a o antivi- 
rales orales. Tambien es de gran utilidad para el seguimiento de los 
pacientes con hepatitis B cronica que estan recibiendo tratamiento. 
Es aconsejable determinar la carga viral antes, durante y despues 
del tratamiento. La emergencia de cepas del HBV resistentes a la 
terapeutica con antivirales analogos de nucleosidos / nucleotidos se 
caracteriza por la reaparicion del DNA viral en suero luego de decli- 
nar sus niveles a valores muchas veces indetectables. 

Estudios genomicos de resistencia a antivirales : Es de sunia 
utilidad determinar la eventual resistencia de una cepa del HBV a 
un antiviral especifico antes y durante el tratamiento con esa dro- 
ga. Existen varias tecnicas que pueden utilizarse para determinar la 
resistencia del HBV a los antivirales y en todas ellas se analiza la 
region con actividad de transcriptasa inversa/DNA polimerasa- 
DNA dependiente de la Pol. Las mutantes del HBV resistentes 
al tratamiento antiviral con analogos de nucleosidos/nucleotidos 
presentan mutaciones puntuales en los subdominios A, B, C, D o 
E de la polimerasa viral. Como se menciono anterioimente, dentro 
del subdominio C, las mutaciones puntuales en el motivo YMDD 
[Tyr-Met-Asp-Asp], son las mas frecuentes y son clmicamente sig- 
nificativas, dado que la mayoria son seleccionadas durante el trata- 
miento antiviral con analogos de nucleosidos, tales como lamivudi- 
na, contribuyendo asr al fracaso terapeutico. Las tecnicas utilizadas 
para determinar la resistencia a diferentes antivirales son la RFLP, la 
secuenciacion nucleotidica directa y en el caso particular de la detec- 
cion de cepas resistentes a lamivudina el ensayo de LiPA. 

7.3 InfecciOn oculta con HBV 

Se define a la infeccion oculta por la deteccion del DNA viral en suero 
o en hfgado de pacientes HBs Ag (-), con o sin marcadores serologicos 
de infeccion previa, y sin ningun otro marcador serologico especifico 
que avale la presencia del HBV. 

En Buenos Aires se observo que entre pacientes HBs Ag (-) con 
anticuerpos anti-HBc (+), coinfectados con HIV y/o HCV, la infec- 
cion oculta por HBV alcanzo un 2%. 


7.4 Causas de seronegatividad para HBs Ag en individuos viremicos 

1) Bajos niveles de HBs Ag para ser detectados en suero mediante 
los EIE convencionales, ya sea por la coinfection con HCV o 
HDV, o bien por la emergencia de mutaciones en el ORF de 
la envoltura del HBV. Se observo que estos factores pueden 
disminuir la expresion o secretion del HBs Ag. 

2) Mutaciones en el gen S que afectan la antigenicidad y por ende 
su deteccion por los EIE convencionales que se disponen en la 
actu alidad. 

3) La presencia de inmunocomplejos. Los EIEs comerciales para la 
deteccion de HBs Ag no detectan el antigeno que se encuentra for- 
mando inmunocomplejos, sino el que esta en exceso fibre en cir- 
culation. 

7.5 Causas de codetecciOn de HBs Ag y anticuerpos anti- HBs 

1) Presencia de una mutante S de escape al sistema inmune del 
hospedador que no pueda ser neutralizada por anticuerpos anti- 
HBs previos. 

2) El EIE comercial para la deteccion del anti-HBs puede detectar una 
variedad de anticuerpos subtrpicos, incluyendo anti-y, anti-rf y anti- 
n' ademas del anti-a. De esta manera, un paciente previamente in- 
fectado con una cepa del HBV de subtipo ayw presentara en circula- 
tion anticuerpos anti-y, anti-w y anti-n. Si bien en una subsiguiente 
infeccion con un subtipo adw los anticuerpos anti-a son eficientes 
para lograr la neutralization viral, los anti-y previos quedarfan fibres 
para ser detectados por los equipos comerciales de EIE. 

8. Epidemiologi'a 

El material mas infectante es la sangre del enfermo o portador del 
HBV, donde se han detectado hasta 10 14 particulas / ml (al menos 
10 7 son particulas de Dane), y una concentration menor en el se- 
men y otros fluidos o secreciones. Son necesarias 100 particulas 
para infectar a primates susceptibles no inmunes. 

8. 1 Reservorio 

Esta constituido por los enfermos de hepatitis B y los portadores 
cronicos del virus. Se estima actualmente que hay aproximadamente 
350 000 000-460 000 000 de portadores cronicos del HBV en el 
mundo. Los portadores cronicos -asintomaticos- del HBV constitu- 
yen un problema complejo, debiendose tomar medidas en el ambien- 
te familiar y del trabajo. Un contacto familiar intimo con un portador 
cronico tiene un 25% de probabilidades de adquirir la infeccion. 

Pese a que los chimpances y los mamiferos Tupaia belangeri 
son susceptibles a la infeccion con HBV, no se ha reconocido un 
reservorio animal en la naturaleza. 

8.2 Fuentes de infecciOn 

Aunque se ha detectado HBs Ag en diversos fluidos corporales, solo 
la sangre y sus derivados, la saliva y el semen han sido documentados 
fehacientemente como fuentes de infeccion en experimentos de trans- 
mision a primates. Las secreciones vaginales, el calostro, la orina y las 
heces humanas pueden ser tambien vehrculos del HBV. Por otra parte, 
se ha detectado HBV en el liquido cefalorraquideo y el Kquido pleural. 
La transmision a traves de las heces es muy infrecuente, probablemen- 
te debido a la action de enzimas secretadas desde la mucosa o bien 
producidas por la flora intestinal bacteriana nonnal. 

8.3 Vl'AS DE TRANSMISION 

La principal via de transmision es la exposition percutanea y de 
mucosas a fluidos corporales infectados. El ingreso por via paren- 
teral se produce especialmente mediante transfusiones de sangre o 
derivados (actualmente solo en productos con un control inadecua- 
do, o conteniendo mutantes de escape a la deteccion en el HBs Ag, 
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o bien con infeccion oculta por HBV), por compartir agujas con- 
taminadas para inyeccion de drogas ilicitas, hemodialisis, tatuajes, 
acupuntura o accidentes percutaneos. El virus tambien se transmite 
por via sexual y vertical (generalmente perinatal, aunque un 5-10% 
de los neonatos serian infectados en la vida intrauterina). Dado que 
el HBV conserva su viabilidad durante perfodos iguales o mayores 
a 7 dias en superficies ambientales (y en algunos casos hasta varios 
meses), es posible tambien la transmision indirecta mediante obje- 
tos inanimados. La presencia de HBe Ag en el suero se correlacio- 
na con elevados titulos virales y con mayor infectividad. 

8.4 Prevalence e incidencia 

Segun la frecuencia de detection de los marcadores HBs Ag y anti- 
HBs en una poblacion determinada, esta puede ser ubicada entre las 
areas de baja, mediana o alta prevalencia del HBV. Los valores co- 
rrespondientes a diferentes areas del planeta se observan en la Tabla 
24.3.6. En el ano 2006 la seroprevalencia de HBs Ag y anti-HBc en 
donantes de sangre de Argentina file de 0,31 % y 3,08 %, respectiva- 
mente. La Argentina esta ubicada entre las areas de baja prevalencia. 
Como era esperable estas seroprevalencias fueron mayores en pobla- 
ciones de alto riesgo de Argentina, como se muestraen la Tabla 24.3.7. 

La incidencia de hepatitis B es mayor en hombres que en 
mujeres, aunque se observan variaciones en relation con la edad y el 
modo de transmision. Analogamente, es mas probable la instalacion 
del estado de portador en hombres que en mujeres. Presumiblemente, 
estas diferencias entre ambos sexos se relacionarian tanto con disimi- 
litudes en la respuesta inmune al virus, como con la influencia de los 
niveles de androgenos en la mayor vulnerablidad masculina a la 
infeccion, atribuida a la actividad de la proteina X, que a su vez 
activa al receptor de androgenos (un factor transcriptional presente en 
hepatocitos) en un modo dosis de androgeno-dependiente. 

Corpus 

Editorial 8.5 Mortaudad 

Se presenta mas frecuentemente asociada a la enfermedad croni- 
ca que a la hepatitis aguda. En la etapa aguda, la mortalidad de 
los infectados asciende al 0,2-0, 5%, y entre los casos ictericos al 
0,5- 1,5%. En las hepatitis fulminantes, la mortalidad oscila en al- 
rededor del 1-4 %. Entre el 15 y el 25% de los infectados cronicos 
fallecen prematuramente debido a cirrosis y/o a HCC. 

8.6 Control 

Para un adecuado control se requiere: 1) detectar HBs Ag y anti-HBc en 
bancos de sangre mediante tecnicas de alta sensibilidad; 2) no efectuar 
mezclas de plasmas; 3) esterilizar todo material quirurgico; 4) utilizar 
material esteril descartable; 5) proveer la inmunizacion pasiva y/o acti- 
va contra cl HBV cuando corresponda; 6) practicar adecuadas nomias 
de higiene, cumpliendo estrictamente con las nomias de bioseguridad. 
Seria deseable una adecuada identification de los portadores cronicos 
inactivos del virus. Recientemente se ha introducido en algunos bancos 
de sangre la tecnologia NAT, con el objeto de descartar muestras conte- 
niendo acidos nucleicos del HBV (asi como del HTV y del HCV; vease 
el Capitulo 44: "Infecciones virales transmisibles por via transfusional"). 

9. Profilaxis 

La profilaxis para la hepatitis causada por el HBV puede ser acti- 
va o pasiva. En el primer caso, se utilizan vacunas preparadas con 
HBs Ag (con o sin la adicion de preS-2), y en el segundo, gam- 
maglobulina humana hiperinmune especifica para HBV (HBIg), 
o -solo si esta no estuviera disponible- gammaglobulina estandar 
(tamiben denominada normal). 

9. 1 Profilaxis activa 

En 1970, el plasma proveniente de un individuo infectado con 
HBV file inactivado mediante ebullition, se lo diluyo 1/10 y se lo 


inoculo a individuos sanos. Debido a que el plasma de esta mane- 
ra habia perdido las propiedades infectivas del HBV pero no las 
inmunogenicas, los receptores no desarrollaron enfermedad ante 
la vacunacion y estuvieron protegidos frente al desafio posterior 
con el virus. Fue la primera evidencia que dio lugar al subsiguiente 
desarrollo de la vacuna obtenida mediante plasmaferesis de porta- 
dores cronicos humanos del HBV. En 1981, como consecuencia 
de los trabajos dirigidos por W. Szmuness, se otorgo en EE.UU. 
la licencia a la primera vacuna contra hepatitis B de uso humano 
generalizado. Esta vacuna es hoy identificada como de "primera 
generacion". Desde 1986 se cuenta, ademas con vacunas recombi- 
nantes obtenidas por ingenieria genetica que tambien son seguras y 
efectivas contra la infeccion por HBV. 

Tanto las vacunas derivadas del plasma de portadores cronicos 
inactivos como las vacunas recombinantes, tienen como inmuno- 
geno al HBs Ag. Esta proteina de envoltura contiene en su mole- 
cula al determinante inmunologico a presente en todas las cepas 
de los 8 genotipos del HBV conocidos hasta el presente, por lo 
que su administration fue instituida para conferir inmunoprotec- 
cion cmzada contra los mismos. Todas estas vacunas estimulan la 
sintesis activa de anticuerpos anti-HBs, confiriendo asi inmunidad 
protectora a los individuos vacunados. Tambien se les puede de- 
tectar en forma transitoria HBs Ag en suero dentro de las 24 hs de 
haber sido inmunizados. Otros inmunogenos en evaluation para 
ser potencialmente empleados como vacunas (profilacticas o tera- 
peuticas) anti-hepatitis B se encuentran en diversas fases de ensayo 
y se describen en el Capitulo 48 "Vacunas virales". 

Vacuna de primera generacion. Consiste en los particulas sub- 
virales de 22 nm del HBV purificadas (conteniendo el HBs Ag) y 
tratadas con formol o con calor. Si bien las particulas de 22 nm 
carecen de DNA y por ende no son infectivas, el tratamiento con 
formol o con calor se instituye para prevenir el efecto de poten- 
ciales contaminaciones del plasma con particulas infectivas (por 
ejemplo, HDV, parvovirus, retrovirus, o eventuales particulas de 
Dane del HBV). 

Para la obtencion de dichas particulas subvirales de 22 nm se 
recurria a portadores cronicos de HBs Ag como donantes, y luego 
se preparaba la vacuna con metodos fisicos de separation y quimi- 
cos o termicos de inactivation. 

La seroconversion (desarrollo de anticuerpos anti-HBs) se pro- 
ducia en el 95% de los vacunados luego de 3 dosis inmunizantes 
(20 pg/ml) y los anticuerpos persistian por varios anos. 

Estas vacunas derivadas de plasma han sido reemplazadas 
por las vacunas recombinantes, decayendo el uso de las prime- 
ras por el temor a la eventual transmision del HIV, aunque hasta 
el presente no existe registro alguno de este potencial accidente. 

Vacuna de segunda generacion. La utilization de plasmidos 
recombinantes que contenian al gen S del DNA del HBV permi- 
tio la expresion del HBs Ag en bacterias transformadas. La escasa 
production del HBs Ag sumada al riesgo potencial de contamina- 
tion con toxinas bacterianas motivo la subsiguiente utilization de 
levaduras. 

Las dos vacunas que utilizan a la levadura Saccharomyces 
cerevisiae como vector de expresion (Recombivax-HB™y Enge- 
rix-B™, de Merck Sharp & Dohme y Smith Kline Biologicals, res- 
pectivamente) obtuvieron la licencia correspondiente en EE.UU. a 
mediados de la decada de 1980 y son actualmente comercializadas 
en todo el mundo. Estas vacunas consisten en particulas de HBs Ag 
no glicosiladas producidas mediante donation y expresion del gen 
5 en la levadura S. cerevisiae. Estas particulas de HBs Ag neosin- 
tetizadas son posteriormente extraidas mediante lisis de las leva- 
duras, purificadas mediante metodos fisicoquimicos, adsorbidas en 
hidroxido de aluminio (adyuvante) y preservadas con timerosal. 

Hoy son -junto a la vacuna que contiene HBs Ag y antlgenos 
pre-S- las mas difundidas para prevenir la hepatitis B. Al igual que 
las vacunas de primera generacion, su utilization en ninos y jove- 
nes promueve la seroconversion de hasta el 90% de los individuos 
vacunados. Recombivax-HB™ y Engerix-B™ se diferencian entre 
si en la masa inmunogenica a administrar por dosis y en el empleo 
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Determinacion o caracteristica 

Baja 

Mediana 

Alta 

HBsAg 

<2% 

2-7% 

>8% 

Anticuerpos anti-HBs 

4-6% 

20-55% 

70-95% 

Infeccion en ninos y neonatos 

Infrecuente 

Frecuente en ninos 

Muy frecuente 

Distribution geografica 

Australia, Nueva Zelanda 
Europa Central, America 
del Norte, Argentina 

Europa del Este y region 
mediterranea, Asia Central, 
Japon, Oriente Medio, 
regiones de America del Sur 

Sudeste asiatico, China, 
Africa tropical, Islas del 
Pacifico 


Tabla 24.3.6. Prevalencia de la infeccion por HBV en el mundo. 


Poblacion 

Seroprevalencia (%) 


HBsAg 

Anticuerpos anti-HBc 

Hemodonantes 

0,3 

3,1 

Pacientes con serologia (+) para HIV 

14,5 

58,5 

Homosexuales masculinos 

S/D 

37,7 

Trabajadoras sexuales 

S/D 

14,4 

UDIs 

S/D 

42,5 


Tabla 24.3.7. Seroprevalencia del HBs Ag y de los anticuerpos anti-HBc en diferentes grupos poblacionales de Ar- 
gentina. UDIs: Usuarios de drogas inyectables; S/D: Sin datos. 


o no de formaldehido (10 pg de HBs Ag tratados con inactivante 
frente a 20 pg de HBs Ag sin tratar, respectivamente). El plan de 
vacunacion sugerido consiste en administrar luego de una primera 
dosis, otras dos aplicaciones de refuerzo (una al mes de la primera 
dosis, y otra a los 6 meses) para la obtencion de titulos de anti- 
HBs mayores a 10 mUI/ml (tftulo protector). Tambien se reco- 
mienda aplicar una dosis de refuerzo cada 10 anos. 

La vacuna Recombivax-HB IM tambien esta disponible, aso- 
ciada con la vacuna anti-Haemophilus influenzae tipo b, la que 
es comercializada con el nombre de Comvax™ y destinada a la 
inmunizacion pediatrica. Por su parte, el antigeno HBs presen- 
te en la vacuna Engerix-B™ puede administrarse conjuntamente 
con la vacuna anti-hepatitis A inactivada con formaldehido (am- 
bas con la denominacion comercial de Twinrix™) especialmente 
a adultos, aunque tambien puede administrarse a adolescentes y 
ninos. La especial formulacion de esta vacuna conteniendo sales 
de fosfato de aluminio y Lipido A permite la eficaz inmunizacion 
al cabo de dos dosis, en lugar del clasico esquema de tres. El 
mismo HBs Ag recombinante mencionado existe tambien en una 
formulacion conjunta con la vacuna DTP (correspondiente a las 
iniciales de las palabras difteria-tetanos-pertussis) y anti-polio 
para ninos (Pediatrix™). 

Ademas de S. cerevisiae , se han utilizado otras levaduras 
para la obtencion de HBs Ag recombinante para la produccion 
de vacunas, como Picchia pastoris y Hansenula polymorpha. 
En Argentina el Laboratorio Pablo Cassara SRL, creo y desarro- 
116 una vacuna contra la hepatitis B derivada de H. polymorpha, 
licenciada y comercializada con la denominacion de AgB®. Esta 
vacuna contiene aluminio como adyuvante y demostro ser segura 
y muy inmunogenica. La utilizacion de H. polymorpha como vec- 
tor de expresion tiene como ventaja con respecto a S. cerevisiae 
que el HBs Ag recombinante obtenido se encuentra glicosilado y 
por ende se asemeja mas al HBs Ag de las partfculas subvirales 
presentes en la infeccion natural. Estudios preliminares con la 
adicion de un segundo adyuvante (el monosacaridico sintetico 
RC-529 que mimetiza al monofosforil lipido A), han mostrado 
una inmunizacion adecuada al cabo de dos dosis, administradas 
con un mes de diferencia. 

Vacunas de tercera generation. Contienen los antlgenos S y 
pre-S2 (GenHevac B™, Pasteur Merieux). Se las obtienen median- 
te ingenieria genetica utilizando celulas de ovario de hamster chino 


(CHO) transfectadas con un plasmido que contiene las secuencias 
nucleotfdicas de las regiones genomicas S y pre-S2. 

La caracteristica mas importante observada en vacunados con 
este producto es la aparicion temprana y en elevados titulos de 
anticuerpos anti-pre-S2, lo cual puede constituir una ventaja en ,"S*JZ£ 
la prevention de la hepatitis B (Vease el item 24.3.5: "Antlgenos 1 gygf 
virales y respuesta inmune del hospedador"). 

La vacuna consiste en 20 pg de los antlgenos mencionados ante- 
rionnente con el agregado de hidroxido de aluminio y formaldehido. 

El esquema de vacunacion recomendado consiste en la ad- 
ministration de 3 dosis con un mes de intervalo, seguidas de una 
dosis de refuerzo al cabo de un ano, y la aplicacion posterior de 
un refuerzo cada 5 anos. En el caso de hemodializados e inmuno- 
comprometidos se recomienda una dosis extra -ademas del esque- 
ma senalado- despues de transcurridos 2 meses al cabo de las tres 
primeras dosis. 

Vacunas anti-hepatitis B y genotipos del HBV. Las vacunas 
en uso emplean HBs Ag recombinante codificado por el genotipo 
A(subtipo adw ) y el D (subtipo ayw). Estudios recientes sugieren 
que seria importante evaluar la eficacia de las vacunas actual- 
mente utilizadas en Africa para proteger frente a la infeccion con 
genotipo E (subtipo ayw4), ya que este ultimo exhibe la mayor 
divergencia aminoacfdica a nivel del determinante a, que -como 
se menciono anteriormente- es el principal bianco para los an- 
ticuerpos neutralizantes anti-HBs. Esta caracteristica, (vease un 
ejemplo en la Figura 9.31 del capitulo "Diagnostico virologico"), 
desafia la eficacia de la vacuna anti-hepatitis B, tal como ha sido 
documentado en Gambia, donde el genotipo E predomina y en 
donde se reportaron infecciones por HBV en presencia de titulos 
de anticuerpos anti-HBs considerados protectores. 

No hay estudios poblacionales que determinen la eficacia vacu- 
nal frente a la infeccion con el genotipo F (exhibe varias sustitucio- 
nes aminoacidicas en el determinante a respecto a los remanentes 
genotipos), aunque empiricamente se infiere su efecto protector. 

Sin embargo, un reporte ha mostrado que es posible la infeccion 
humana por una cepa del genotipo F aun en presencia de niveles 
"protectores" de anticuerpos anti-HBs inducidos por la vacuna en 
un individuo inmunocompetente. 

Vacuna anti-hepatitis B y mutantes de escape. Diversos es- 
tudios indican que la sustitucion aminoacfdica en posiciones crfti- 
cas dentro de la region hidrofflica principal y especialmente dentro 
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Profilaxis para HBV en ninos segun recomendaciones del CDC 


Al nacer 

• Administrar vacuna monovalente para hepatitis B (HepB) al momento del nacimiento. 

• Si la madre es HBs Ag positiva administrar HepB y 0.5 ml de gammaglobulina hiperinmune para hepatitis B 
(HBIg) dentro de las 12 horas de nacido. 

• Si se desconoce el estatus serologico de la madre, administrar HepB dentro de las 12 horas de nacido. 
Determinar el estatus de HBs Ag lo mas pronto posible y si se determina la positividad para HBs Ag, 
administrar HBIg no mas tarde de una semana. 


Luego del nacimiento 

• La serie de vacunacion con HepB debe ser completada con vacuna monovalente (HepB) o con alguna otra 
vacuna combinada que contenga HepB. 

• La segunda dosis debe ser administrada a la edad de 1 6 2 meses (En Argentina, a los 2 meses*). 

• La dosis final debe ser administrada a la edad de 3 meses. (En Argentina, a los 6 meses de edad*). 

• Los ninos nacidos de madres seropositivas para HBs Ag deben ser testeados para HBs Ag y anticuerpos 
anti-HBs luego de completado el esquema de vacunacion con tres dosis, a la edad de 9 a 18 meses. 


Profilaxis para HBV en personal de la salud segun normas del CDC 


• Todo el personal de la salud que pueda estar en contacto con sangre o fluidos corporales debe recibir 3 dosis 
de la vacuna para hepatitis B (HepB) a los 0, 1 y 6 meses. Se debe testear los anticuerpos anti-HBs luego 
de la 3ra. dosis de la vacuna. Si los valores de anti-HBs son iguales o mayores a 10 mUI/ml, el individuo es 
inmune para HBV. 

• Si los valores de anti-HBs son menores a 10 mUI/ml, el individuo no esta protegido contra la infeccion por 
HBV. Se debe revacunar con una serie de tres dosis de vacuna segun el esquema antes mencionado y 
testear los anticuerpos anti-HBs luego de la 3ra. dosis de la vacuna. Si los valores de anti-HBs son iguales o 
mayores a 10 mUI/ml, el individuo es inmune para HBV. 

• Si los valores de anti-HBs son menores a 10 mUI/ml, el individuo es no respondedor. El personal de salud 
que sea no respondedor debe ser considerado susceptible a la infeccion por HBV. Se le debe aconsejar tener 
precaucion en la practica diaria para prevenir la infeccion por HBV y la necesidad de administrarse la HBIg 
ante cualquier probable exposicion a sangre o fluidos corporales positivos para HBs Ag. 


Tabla 24.3.8. Inmunoprofilaxis para HBV. *Segun el calendario oficial de vacunacion vigente. 


del determinante a puede facilitar el escape de dichos virus mutan- 
tes a la accion de los anticuerpos anti-HBs. La mutante mas fre- 
cuentemente observada es Glyl45Arg, aunque tambien se han ob- 
servado -entre otras- cambios aminoacidicos en las posiciones 141 
6 144. Las sustituciones en los residuos de cisteina involucrados 
en la formacion de puentes disulfuro pueden promover cambios en 
la estructura secundaria de la protema, y -por ende- tambien en su 
antigenicidad (Figuras 24.3.8Ay 24.3.18), lo cual puede permitir 
tambien la circulacion del virus aun en presencia de anticuerpos 
neutralizantes. 

Modelos matematicos predicen que un potencial patron de 
emergencia de mutantes de escape a la vacuna podrfa ser dominan- 
te en una region dada (por ejemplo, Gambia) al cabo de un lapso 
no menor a los 20 anos de comenzada la vacunacion poblacional 
masiva (a mediados de la decada de 1980) debido a la baja tasa de 
contactos infecciosos entre individuos infectados y susceptibles. 


Se esta evaluando la produccion de vacunas con HBs Ag muta- 
do (con o sin los antigenos pre-S) que confieran proteccion frente a 
las mutantes de escape S descriptas hasta el momento. 

;,l'or que debe vacunarse contra la hepatitis B? Un modelo 
matematico establecio que en el ano 2000, unas 620 000 personas 
fallecieron en el mundo a causa de la infeccion por HBV: 580 000 
(94%) debido a la cirrosis y el HCC asociados a la infeccion croni- 
ca, y unos 40 000 (6%) a la hepatitis B aguda. En la cohorte de na- 
cidos vivos al ano 2000 este modelo predijo que de no vacunarse, 
se infectarian unos 64,8 millones de individuos, de los cuales 1,4 
millones moririan por causas relacionadas al HBV. La vacunacion 
rutinaria de los bebes, con una cobertura del 90% y la administra- 
cion de la primera dosis al nacer, podria evitar el 84% de las muer- 
tes globales relacionadas con el HBV. La admnistracion del plan 
completo de vacunacion (tres dosis incluyendo una al momento 
de nacer) tiene una eficacia del 95% para prevenir la infeccion que 
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Vacunacion y respuesta de 
anticuerpos anti-HBs en el 
personal de salud expuesto* 


CONDUCTA MEDICA 


Fuente HBs Ag [+] 

Fuente HBs Ag [-] 

Fuente desconocida o 
no disponible para el 
estudio 

No vacunado 

HBIg* (x 1) e iniciar plan 
de vacunacion 

Iniciar plan de 
vacunacion 

Iniciar plan de 
vacunacion 

Previamente vacunado 




Respondedor§ 

No tratar 

No tratar 

No tratar 

No respondedor 11 

HBIg (x 1) e iniciar 
revacunacion 

6 HBIg (x 2)« 

No tratar 

Si la fuente es de alto 
riesgo, considerarla 
como HBs Ag [+] 

Con nivel desconocido de 
anticuerpos anti-HBs 

Determinar titulo de 
anticuerpos anti-HBs en el 
individuo expuesto: 

1 . Si es adecuado§: 
no tratar 

2. Si es inadecuado 11 : HBIg 
(x 1) y refuerzo de vacuna 

No tratar 

Determinar titulo de 
anticuerpos 

anti-HBs en el individuo 
expuesto: 

1 . Si es adecuado 5 : no 
tratar 

2. Si es inadecuado 11 : 
HBIg (x 1), refuerzo de 
vacuna y medir el titulo 
de anti-HBs en 1 - 2 
meses 


Tabla 24.3.9. Profilaxis post-exposicion al virus hepatitis B en personal de la salud, segun normas del CDC, EE.UU. 

* La persona previamente infectada con HBV que resolvio la infeccion, es inmune a la re-infeccion y no requiere profilaxis 
post-exposicion. * Gammaglobulina hiperinmune anti-hepatitis B. § Individuo con adecuados niveles de anticuerpos anti- 
HBs ( > 10 mUI /ml ). Individuo con inadecuada respuesta de anticuerpos anti-HBs (< 10 mUI /ml), fflj La opcion de admi- 
nistrar HBIg y 3 dosis de vacuna es preferible para aquellos no respondedores ante la administracion de una unica serie de 
tres dosis de vacuna. Para aquellos que hubieran recibido dos series de tres dosis de vacuna y persistieran en su condicion 
de no respondedores, se recomienda administrar dos dosis de HBIg separadas por un intervalo de 30 dias. 


pudiere acaecer en la etapa perinatal (profilaxis post-exposicion) o 
en la infancia temprana o en la infeccion tardla (profilaxis pre-ex- 
posicion). Se estima que el plan complete de inmunizacion provee 
una proteccion total contra la hepatitis B cllnica aguda, as! como 
contra la infeccion cronica por HBV. 

iQuienes deben vacunarse? Desde 1992 la estrategia propuesta 
por la OMS para la prevention de la hepatitis B se basa en la vacu- 
nacion universal de rutina de los recien nacidos y lactantes. En 2003, 
151 de 192 palses miembros (79%) hablan adherido a tal iniciativa. 
Sin embargo, muchos palses con alta endemicidad no introdujeron 
aun la vacunacion anti-hepatitis B en sus respectivos planes de inmu- 
nizacion obligatoria. En otros, la cobertura de la inmunizacion es aun 
hoy baja. Paises con alta endemicidad como China, estiman lograr 
el objetivo de una infeccion < 1% de los ninos menores de 5 anos 
en un future proximo, aplicando el plan de tres dosis de vacuna (que 
incluye una al nacer) con una cobertura del 90% de los neonatos. 

Segun la OMS tambien serfa util vacunar a los adolescentes 
ya que protege contra la transmision por contacto sexual o por uso 
de drogas inyectables. El personal de salud y otros grupos de ries- 
go como contactos familiares de individuos positivos para el HBs 
Ag, enfermos sometidos a hemodialisis, pacientes con trastornos 
hemorragicos que reciben hemoderivados, viajeros internacionales 
que planean permanecer por mas de 6 meses en zonas de alta o 
moderada endemicidad para el HBV tambien deberian vacunarse. 
El embarazo no constituye una contraindication para recibir la va- 
cuna contra la hepatitis B. 

En el caso de neonatos hijos de madre HBs Ag (+) se reco- 
mienda vacunarlos dentro de las 12 hs. de vida y administrarles 
simultaneamente HBIg hiperimnune (vease profilaxis pasiva). La 


segunda dosis (sin HBIg) se aplica no antes de los 2 meses de edad 
y no mas alia de los 4, y finalmente la tercera dosis, tambien sin 
HBIg, se administra a los 6-18 meses de haberse aplicado la prime- 
ra (vease la Tabla 24.3.8). 

Desde 1992 rige en la Argentina la ley nacional 24151 que de- 
clare obligatoria la vacunacion contra la hepatitis B para todas las 
personas que desarrollan actividades en el campo de la salud. Apartir 
del 1° de noviembre del ano 2000 se initio tambien en nuestro pais 
por resolution 940/00 del Ministerio de Salud, la aplicacion de la 
vacuna contra hepatitis B a todos los recien nacidos. En marzo de 
2003, se incluyeron ademas para el calendario de vacunacion a los 
preadolescentes, al cumplir los 1 1 anos (junto con una dosis de la 
vacuna triple viral), en el marco del programa de Salud Escolar. 

Si bien reportes esporadicos de la literature intemacional han 
sugerido una asociacion entre la vacuna anti-hepatitis B y la artritis 
reumatoidea, la OMS ha declarado en 2008 que no existe evidencia 
convincente para avalar dicha asociacion 

9.2 Profilaxis pasiva 

La administracion de anticuerpos dirigidos contra el HBs Ag es efectiva 
(porun periodo breve) para conferir proteccion contra la infeccion. Estas 
inmunoglobulinas pueden obtenerse mediante purification a partir de 
mezclas de plasma de individuos "nomiales" (entre los cuales algunos 
pudieron haber padecido anteriormente la infeccion por HBV) o mez- 
clas seleccionadas de plasma de individuos que exhiben altos tltulos de 
anticuerpos anti-HBs por haber padecido una hepatitis B. 

En el primer caso es posible detectar moderados tltulos de anti- 
cuerpos contra los diversos virus que causan infecciones sistemicas 
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Interferon-a 

Lamivudina 

Adefovir 

Entecavir 

Propiedades 

Citoquina 

recombinante 

Analogo del nucleosido 
citidina 

Analogo 
nucleotidico 
de adenosina 
monofosforilada 

Analogo del 
nucleosido guanosina 

Mecanismo de 
action 

Inmunomodulador, 

antiviral, 

antiproliferativo 

Inhibidorde la polimerasa 
viral, terminador de la cadena 
de DNA 

Inhibidorde la 
polimerasa viral, 
terminador de la 
cadena de DNA 

Inhibidor de la 
polimerasa viral, 
terminador de la 
cadena de DNA 

Via de 

administration 

Subcutanea 

Oral 

Oral 

Oral 

Efectos adversos 

Varios; el 1 0% 
discontinua el 
tratamiento 

Escasos 

Nefrotoxicidad (a 
dosis altas) 

Escasos 

Resistencia 

No 

1 er ano: 15-20% 

2 d0 ano: 30-40% 

3 er ano: 60% 

2° ano: 3% 

3° ano: 9% 

4° ano: 18% 

5° ano: 28% 

Pacientes naive. 

0,8% al 3 er afio 
Pacientes resistentes 
a LMV: 

1 0% al 2 d0 ano 

Mutantes mas 
frecuentes del 

HBV asociadas a 
resistencia 

No 

rtL180M+M204V/l; 

rtV173L+L180M+M204V; 

rtM204! 

rtA181T/V ; 
rt L217R; 
rt N236T 

En presencia de las 
sustituciones rt L 

180M y/o rtM204V/l, 
las sustituciones 
rtS184G; rtS202l y/o 
rtM250V confieren 
resistencia al ETV 
cuando son tratados 
con dicha droga 


Corpus __ 

Editorial Tabla 24.3.10. Cuadro comparative entre los distintos antivirales utilizados para el tratamiento de la hepatitis B 
cronica. 


en humanos provenientes de la region geografica en la que se obtu- 
vieron los (mas de 1 000) plasmas: es la llamada inmunoglobulina 
estandar o normal. Habitualmente el titulo de anticuerpos anti- 
HBs, medido por RIA, es igual a 100 Ul/ml. En el segundo caso, 
la selection de plasma de individuos que curaron de su hepatitis 
B permite obtener una mezcla con un mayor titulo de anticuer- 
pos especlficos anti-HBs (100 000 Ul/ml): es la inmunoglobulina 
especiftea o hiperinmune para el HBV (HBIg). En muchos pai- 
ses en desarrollo, la HBIg no esta disponible en razon de su eleva- 
do costo. La utilization de un metodo de fraccionamiento adecua- 
do del plasma (fraction II de Cohn), seguido de la inactivation por 
10 hs a 60°C (pasteurization) elimina la posibilidad de transmitir 
virus en la preparation. 

La diferencia de los tltulos de anticuerpos especlficos para 
HBV entre la inmunoglobulina estandar y la HBIg hiperinmune 
implica la indication selectiva de esta ultima con fines profilac- 
ticos. La Ig estandar solo esta indicada ante la carencia de la 
HBIg 

Si bien la dosis optima de HBIg a administrar no ha sido deter- 
minada, el suminsitro de 250-600 UI de anticuerpos anti-HBs ha 
mostrado efectividad. En adultos se recomienda la administration 
de (usualmente) 3 ml dc HBIg (200 Ul/ml). Se debe administrar lo 
mas pronto posible despues de la exposition al virus (dentro de las 
24 hs. y habitualmente no mas alia de las 48 hs). Se recomienda la 
administration de una segunda dosis al cabo de 30 dias de haber 
recibido la initial en no respondedores a la administration de dos 
series de tres dosis de vacuna anti-hepatitis B. (Tabla 24.3.9). 

En el caso del neonato hijo de madre con HBs Ag o de status des- 
conocido, la administration de la HBIg y de la vacuna anti-hepatitis 
B debe hacerse dentro de las 12 hs de ocurrido el nacimiento. Se 
recomienda la administration de 1-2 ml de HBIg (200 Ul/ml) segun 
la OMS y de 0,5 ml segun el CDC (EE.UU.). En el caso de que sea 


hijo de una madre con HBs Ag, ello reduce el riesgo de que el recien 
nacido desarrolle una infection persistente en un 70%. Con dicho 
objetivo, la inmunizacion anti-hepatitis B pasiva y activa combinada 
es eficaz en aproximadamente un 90%. 

Son indicaciones de la administration de HBIg: 

a) Todas las personas que -desde su nacimiento- hayan estado 
expuestas a un incremento del riesgo de infection (preferentemen- 
te como profilaxis simultanea a la administration de la la vacuna 
anti-hepatitis B), principalmente ante un unico evento de exposi- 
tion, como es -por ejemplo- la inoculation, ingesta o salpicadura 
de mucosas (incluida la conjuntival) de sangre conteniendo HBV. 

b) Personas que se presume no desarrollaran una adecuada 
protection (por ejemplo, pacientes dializados) y que hayan estado 
expuestas a un riesgo de infection (por ejemplo, miembros de la 
familia o contactos sexuales con personas con antlgeno de hepatitis 
B positivos). 

No se debe administrar la HBIg al cabo de 7 o mas dlas de trans- 
currida la exposition al HBV. Tampoco se recomienda la inmuniza- 
cion pasiva previa a la exposition a dicho virus. Aquellos individuos 
en los que se ha producido la seroconversion a anticuerpos anti-HBs 
(por vacunacion o por haber padecido la infection) no necesitan de 
la administration dc HBIg ante una nueva exposition al HBV. 

lO. Tratamiento antiviral 

Generalmente, el tratamiento antiviral no esta indicado en pacien- 
tes con hepatitis B aguda dado que gran parte de los adultos in- 
munocompetentes infectados resuelven favorablemente y en forma 
espontanea la infection. En estos pacientes, el tratamiento es mas 
bien sintomatico. En la hepatitis fulminante se deben controlar la 
hemostasia y las complicaciones nerviosas en una unidad de cuida- 
dos intensivos para el trasplante ortotopico hepatico. 
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Replicacion 

(DNAHBV) 


Actividad 
(ALT / Histologfa) 


Interferon 



HBsAg ± + + 

H Be Ag + + 

Acs. anti-HBe + 


+ 


Rta.sostenida 


► 

+ + + 


+ + + 


Figura 24.3.23. Respuesta al tratamiento con Interferon en individuos cronicamente infectados con HBV. 



Figura 24.3.24. Respuesta al tratamiento con analogos de nucleosidos o de nucleotidos en individuos cronicamente 
infectados con HBV. 
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En cambio, los pacientes con hepatitis B cronica con elevados 
niveles de aminotransferasas sericas y replication viral activa si 

tienen indicado un tratamiento antiviral. Sin embargo, no se deben 
tratar aquellos pacientes que presenten aminotransferasas sericas 
persistentemente nonnales, ya que con los farmacos disponibles, la 
respuesta no es significativa. 

Desafortunadamente, hasta el dia de hoy no se dispone de an- 
tiviral alguno para un tratamiento eficaz de la hepatitis B cronica 
que logre erradicar al HBV del organimo en todos los casos. La 
monoterapia con el interferon a (IFN-a) conventional no es muy 
efectiva y esta limitada por la gran cantidad de efectos adversos 
que presenta en forma dosis-dependiente. Ademas, la mayoria de 
los pacientes que reciben este tratamiento permanece cronicamente 
infectada y con riesgo de desarrollar cirrosis hepatica y hepato- 
carcinoma celular. La monoterapia con los distintos analogos de 
nucleosidos o nucleotidos (por ejemplo, lamivudina y adefovir, 
respectivamente) tampoco resulta del todo satisfactoria. Por un 
lado, con el uso de los mismos, se han obtenido resultados prome- 
tedores en cuanto al efecto antiviral y a que son bien tolerados por 
los escasos efectos adversos que presentan. Pero por otra parte, se 
observo que el tratamiento a corto plazo con estos analogos no es 
suficiente para erradicar la infection viral, y que el tratamiento a 
largo plazo esta asociado con la emergencia de mutantes resistentes 
a los mismos. 

Actualmente estan disponibles en el mercado nuevas drogas 
como el IFN-a pegilado (PEG-IFN-a) y el analogo de nucleosido 
entecavir que si bien muestran ser mas eficaces que los antivirales 
mencionados anterioimente, todavia se deben hacer mas avances 
para lograr que el tratamiento sea optimo. Entre los factores que 
dificultan un tratamiento satisfactorio merecen senalarse dos: la 
presencia nuclear del DNAccc del HBV y, en etapas tardfas, la 
transcription del DNA viral integrado al genoma celular. Nin- 
guno de los antivirales utilizados actualmente para el tratamiento 
de la hepatitis B cronica logra erradicar al DNAccc, lo que con- 
tribuye a la reaparicion de la actividad viral tras el cese del trata- 
miento. 

Los objetivos generales de la terapeutica son: a) inducir el 
cese de la replication viral (detenninado mediante negativizacion 
del DNA viral serico y la desaparicion del HBc Ag circulante); b) 
notmalizar el nivel de transaminasas sericas; y c) mejorar la histo- 
logia hepatica. Las figures 24.3.23 y 24.3.24 muestran esquematica- 
mente la respuesta que se puede observar en pacientes con hepatitis 
B cronica tratados con interferon o analogos de nucleosidos / nucleo- 
tidos, respectivamente. 

Hasta el presente se han ensayado diversos protocolos para 
tratar a los individuos viremicos utilizando solo IFN-a o en com- 
bination con analogos de nucleosidos/nucleotidos (Tabla 24.3.10). 
A continuation se detallan las caracterfsticas principales de cada 
uno de ellos. 

IFN-a: No tiene una actividad antiviral directa. Actua provo- 
cando en la celula hospedadora, la elaboration de protemas con 
actividad antiviral con lo que, en forma indirecta, inhibe la replica- 
cion viral. Tambien presenta efectos anti-fibroticos e inmunomodu- 
ladores que modifican y favorecen la respuesta inmunitaria frente 
a la infection viral. 

Existen preparaciones comerciales de IFN obtenidas por inge- 
nieria genetica (IFN-a 2a, Roferon, Roche; IFN-a 2b, Intron A, 
Schering) o a partir de una linea celular linfoblastoide (IFN-a In, 
Wellferon, Wellcome). Se lo administra por via subcutanea y las 
dosis recomendadas suelen ser de 5 millones Ul/dia 6 10 millones 
UI 3 dias a la semana durante 4-6 meses. 

La pegilacion o union del polietilenglicol a una molecula de 
IFN-a peimite retrasar su elimination, prolongar su actividad y, por 
lo tanto, mejorar su rendimiento. En la actualidad existen dos inter- 
ferones pegilados: PEG-IFN-a 2a y PEG-IFN-a 2b. Ambos poseen 
propiedades fisicoquimicas diferentes, son muy estables y se admi- 
nistran por via subcutanea en una dosis unica semanal, a diferencia 
del esquema de tres inyecciones semanales del IFN-a no peguilado. 
Tambien se observo que se obtienen mejores resultados clinicos con 


el IFN-a pegilado que con el IFN-a sin pegilar. El tratamiento de la 
infection cronica por HBV con IFN-a o con PEG-IFN-a se reco- 
mienda en pacientes con enfermedad hepatica compensada en los 
que se detecte HBs Ag, HBe Ag, y DNA viral en suero, con valores 
de transaminasas altos y sin evidencia de insuficiencia hepatica avan- 
zada. La exacerbation subclinica de la hepatitis observada al initio 
del tratamiento en pacientes que responden sugiere que el efecto del 
IFN estaria mediado por un aumento de la respuesta imnune contra 
el virus promovida por el efecto de linfocitos T citotoxicos. 

Tras el tratamiento con IFN se logra la seroconversion a anti- 
HBe, la elimination del DNA viral serico, y la mejoria bioquimica 
e histologica hasta en un 40% de los casos, a veces meses despues 
de cesar el tratamiento. Las remisiones en la hepatitis B cronica 
inducidas por el IFN persisten en mas del 80% de los pacientes 
tratados; a menudo son seguidas por perdida del HBs Ag, mejoria 
o estabilizacion histologica, riesgo disminuido de complicaciones 
relacionadas con el higado y de la mortalidad. En el caso de pacien- 
tes con anti-HBe y DNA viral detectable (variante "HB e-minus") 
la respuesta es menor, por lo que puede requerirse prolongar el 
tratamiento y aumentar la dosis. 

Analogos de nucleosidos y de nucleotidos. En general, actiian 
bloqueando la transcriptasa inversa por un mecanismo competitivo 
y como teiminadores de la smtesis de la cadena del DNA viral. Al 
competir con el sustrato natural inhiben funcionalmente las tres acti- 
vidades de la polimerasa del HBV (transcriptasa inversa): 1) initia- 
tion de la transcription; 2) transcription inversa del RNA mensajero 
pregenomico (smtesis de la cadena de DNA negativa del HBV); y 
3) smtesis de la cadena positiva. Tres son las drogas mas utilizadas 
para el tratamiento de la hepatitis B cronica: lamivudina, adefovir 
dipivoxil y entecavir. Recientemente se ha comparado a la lamivudi- 
na con una nueva droga aprobada para el tratamiento de la hepatitis 
cronica por HBV denominada telbivudina. 

Lamivudina (LMV o 3TC): Es un analogo del nucleosido cito- 
sina. El tratamiento de la hepatitis B cronica con LMV por mas de 
un ano disminuye la carga viral en aproximadamente 2 log |0 y se 
relaciona con la normalization bioquimica y mejorias histologicas 
de la inflamacion y progresion de la fibrosis. Tambien puede bene- 
ficiar a pacientes con cirrosis descompensada. Sin embargo, solo 
una minoria de los pacientes (~20%) presenta seroconversion de 
HBe Ag a anticuerpos anti-HBe, la que parece ser duradera. Mas 
aun, en la mayoria de los pacientes, la carga viral del HBV retoma 
a los niveles previos al tratamiento, a veces con exacerbation de la 
hepatitis despues de suspender la administration del mismo. 

Aunque la terapia con LMV es segura y eficaz, se asocia con 
una alta tasa de resistencia viral, que fue reportada en un 14%, 
38%, 49%, 66% y 69% al cabo de 1, 2, 3, 4 y 5 anos de tratamien- 
to, respectivamente. La resistencia aparece por mutaciones en el 
motivo altamente conservado YMDD correspondiente al sitio ac- 
tivo del subdominio C del dominio de la transcriptasa inversa viral 
(Figure 24.3.2), donde la metionina del codon 552 es reemplazada 
por isoleucina o valina (YIDD o YVDD, respectivamente). Dichas 
mutaciones en el codon 552 (frecuentemente, aunque no siempre 
denominado asi; vease mas adelante) son referidas tambien como 
rt204 en la nueva nomenclature internacionalmente consensuada, 
cuyo codon 1 indica el de inicio de la transcriptasa inversa [rt: re- 
verse transcritpase ]). La nueva nomenclature utilizada para preci- 
sar la ubicacion aminoacldica de una mutation es independiente de 
los genotipos del HBV, ya que, por ejemplo, para rtM204V la li- 
terature cientifica habia empleado la designation M552V, M550V, 
M549V o M539V, induciendo a innecesaria confusion. 

La resistencia del HBV a la LMV se relaciona con una reduc- 
tion de la sensibilidad in vitro de 40 a 10 4 veces. Se han descrito 
resistencias crazadas con otros analogos de nucleosidos. La LMV 
es activa frente a las cepas resistentes al adefovir N584T (rtN236T 
segun la nueva nomenclature). 

No parece que el tratamiento combinado LMV-IFN mejore los 
resultados de cada uno de ellos por separado, aunque la combina- 
tion puede relacionarse con una mayor frecuencia de seroconver- 
sion del HBe Ag y quizas menor surgimiento de resistencia. Se esta 
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ensayando su asociacion con otros analogos de nucleotidos como 
el adefovir tanto conjunta como secuencialmente. Finalmente, la 
emergencia de mutantes de HB V resistentes al tratamiento antiviral 
con LMV es 20 veces mayor en las infecciones con HBV del sub- 
tipo adw que con el ayw. 

Adefovir-dipivoxil (ADV): Es un analogo nucleotidico de la 
adenosina monofosforilada. Esta indicado para el tratamiento de la 
hepatitis B cronica en adultos con enfermedad hepatica tanto com- 
pensada como descompensada, con evidencia de replicacion viral 
activa, niveles de aminotransferasas persistentemente elevados y 
evidencia histologica de inflamacion hepatica activa y fibrosis. Es 
una droga activa frente a las cepas mutantes en el dominio YMDD, 
que causan resistencia del HBV a LMV. La resistencia a ADV es ~ 
0% al cabo del primer ano de tratamiento, pero puede alcanzar ~28% 
luego de cinco anos. Las variantes virales asociadas con mayor fre- 
cuencia a la resistencia al ADV son rtN236T y rtA181V. ADV esta 
indicado en combinacion con LMV (y sorprendentemente no como 
monoterapia) en pacientes con resistencia a esta ultima. 

Entecavir (ETV): Es un analogo del nucleosido guanosina. 
Posee una potente actividad como inhibidor de la replicacion vi- 
ral frente a las cepas salvajes del HBV (in vitro es 30 veces mas 
potente que LMV) como a las cepas resistentes a LMV y al ADV, 
siendo eficaz para el tratamiento de pacientes LMV- o ADV- resis- 
tentes, aunque no lo es tanto en quienes son refractarios a LMV. El 
ETV esta indicado para el tratamiento de la hepatitis B cronica en 
pacientes adultos mayores de 16 anos, con evidencia de replicacion 
viral activa y de aumentos persistentes de las aminotransferasas 
sericas o enfermedad histologicamente activa, ya sea fibrosis he- 
patica avanzada o cirrosis. Diferentes estudios han demostrado que 
ETV es superior a LMV respecto a las mejorias histologicas, bio- 
qufmicas y virologicas que produce. 

La terapeutica con ETV tambien puede ofrecer una ventaja clfnica 
en pacientes con hepatitis B cronica por cepas HB e-minus por la muy 
potente supresion de la replicacion viral que produce. Hay que consi- 
derar que esta poblacion de pacientes, no presenta un mecanismo de 
escape inmunologico que permita deftnir la duration del tratamiento, 
por lo que la medication suele mantenerse en forma prolongada, lo 
que hace que la supresion viral efectiva seaun objetivo muy importan- 
te para ellos. No se ha reportado resistencia a ETV en pacientes no tra- 
tados previamente con analogos de nucleosidos. En cambio, estudios 
clinicos han demostrado que en el 10% de los pacientes resistentes a 
LMV tratados con ETV emergieron variantes virales asociadas con 
resistencia a este ultimo antiviral a los 2 anos de tratamiento. Estas va- 
riantes virales presentaron adenitis de las sustituciones aminoacfdicas 
previas rtL180M y/o rtM204V resistentes a LMV, otras sustitucio- 
nes en los residuos rtS/T184, rtS202, y/o rtM250. 


No se ha demostrado que la monoterapia con LMV, ADV o 
ETV logre una respuesta sostenida ni la desaparicion del HBs Ag. 

Telbivudina (LdT): Estudios muy recientes han demostrado 
que este analogo de timidina es activo contra HBV, pero no contra 
HIV. Se ha demostrado la superioridad de esta droga comparada 
con la LMV y el ADV, observandose una mayor tasa de negativi- 
zacion del DNA detectado por PCR (vs LMV), y de negativizacion 
del HBe Ag y supresion viral al 6to. mes de tratamiento de pa- 
cientes cronicamente infectados (vs ADV). Lamentablemente, la 
mutante M204I que puede seleccionarse durante el tratamiento con 
LMV confiere resistencia cruzada a LdT. 

Otras drogas y perspectivas del tratamiento. Si bien se 
encuentran en fase III de ensayo clfnico drogas tales como el te- 
nofovir (un analogo del nucleosido adenosina), la valtorcitabina 
y la emtricitabina (analogos del nucleosido citidina) y otras en 
fase II (racivir, pradofovir, clevudina, amdoxovir), no existe aun 
una unica droga que promueva una respuesta sostenida que erra- 
dique la infeccion por HBV y las diversas mutantes resistentes 
que emergen ante el tratamiento. Instituir la terapeutica adecuada 
para estas cepas de HBV resistentes constituye uno de los princi- 
pales desaffos actuales del medico. Un adecuado monitoreo de la 
dinamica del DNA viral circulante, su caracterizacion genotipica 
y posiblemente de las caracteristicas fenotfpicas de su transcrip- 
tasa inversa puedan brindar al profesional evidencias para elegir 
el mejor antiviral en cada caso. Se requieren nuevos ensayos cli- 
nicos controlados para establecer si la combinacion de monote- 
rapia con nuevos y potentes antivirales como el entecavir y el 
tenofovir pueden ofrecer alta eficacia y bajo riesgo de emergencia 
de mutantes resistentes. 

11. Perspectivas 

El conocimiento de la biologfa molecular de la infeccion por HBV 
ha producido significativos avances en los ultimos anos que han 
permitido la comprension de mecanismos inmunopatogenicos y la 
institution de terapeuticas progresivamente mas eficaces. Sin em- 
bargo, nuevos desaffos comienzan a surgir para el medico del siglo 
XXI, tales como la emergencia de mutantes de escape a la vacuna 
(altamente eficaz para conferir protection contra las cepas salvajes 
del HBV), a la HBIg y a los analogos de nucleosidos / nucleotidos 
utilizados como antivirales. Un conocimiento mas profundo de los 
eventos que participan en la generation de la variabilidad del HBV 
y de los mecanismos inmunologicos asociados a la persistencia vi- 
ral y a su limitation, devendra en una fimdada esperanza para las 
mas de 350 000 000 de personas cronicamente infectadas por este 
virus que aun aguardan por un tratamiento mas eficaz. 
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Hepatitis D 

Julieta Trinks - Jose Raul Oubina 


1. Introduccion 

En 1977, el gastroenterologo italiano Mario Rizzeto describio un 
nuevo antlgeno nuclear, observado por inmunofluorescencia, en 
hepatocitos de individuos cronicamente infectados con virus he- 
patitis B (HBV), que padecian episodios de hepatitis aguda gra- 
ve. En 1980, ese antlgeno -denominado delta- fue reconocido 
como componente de un nuevo virus responsable de la exacer- 
bation de la enfermedad hepatica de aquellos pacientes, lo que 
fue demostrado por la transmision exitosa de hepatitis infecciosa 
a chimpances (previamente infectados con HBV), seguida de la 
posterior identification de partfculas virales en el suero de estos 
primates. Desde entonces, ese agente infeccioso -anteriormente 
designado agente delta asociado (al HBV) y hoy denominado vi- 
rus hepatitis D (HDV)- fue exhaustivamente estudiado. 

El HDV es un agente subviral que comparte algunas caracterfs- 
ticas con los viroides de las plantas y con los virus satelites. Tiene 
la peculiaridad de recibir su envoltura del HBV, por lo que depende 
de este ultimo para su transmision. 

2. Morfologi'a 

El HDV es un agente esferico de 36 a 43 nm de diametro, similar 
en su aspecto -aunque de menor tamano- a las partfculas de Dane 
del HBV. EL HDV posee una envoltura sin espfculas en su super- 
ficie externa. 

Los estudios de microscopia electronica no han detectado estas 
partfculas completas en el interior de los hepatocitos, aunque sf en el 
suero de los pacientes infectados (Figura 24.4.1). 

Se han demostrado complejos de ribonucleoproteinas en el vi- 
rion, formando un core o nucleocapside de apariencia esferica, y 
aproximadamente 19 nm de diametro. El core contiene el genoma 
viral, asi como cerca de 60 copias de la proteina antigenica del core 
de HDV (HDV Ag) en sus dos formas (24 y 27 kDa). 


Mediante tratamiento con detergentes no ionicos, la estructura 
de nucleocapside es liberada de la particula completa y el HDV Ag 
se toma detectable. 


El HDV es deficiente en su capacidad replicativa. Su organization 
estructural necesita de la colaboracion del HBV, ya que depende de 
la presencia del antlgeno de superficie del HBV (HBsAg) para la 
formation de los viriones. 

Hacia el interior de la envoltura se ubica(n) la(s) proteina(s) 
del core del HDV (i ’ease constitution proteica del HDV; Figura 
24.4.1 A). Esta protefna es la que fue detectada originalmente por 
Rizzeto como antlgeno delta (HDV Ag) en hepatocitos de humanos 
infectados. Las interacciones entre los polipeptidos del core y el 
RNA genomico son presumiblemente mfnimas para conformar una 
nucleocapside estable, habiendose postulado que esas interaccio- 
nes conferirfan estabilidad al RNA viral. 

En la Tab la 24.4.1 se comparan diferentes propiedades de un 
virion del HBV y otro del HDV. 

La organization tan particular de este virus quimerico (del jssfss 
griego chimeira: animal hipotetico con cabeza de leon, cuerpo de 
cabra y cola de dragon) ha suscitado el interes de los virologos. 

Su organization estructural posee ciertas semejanzas con la 
de diversos patogenos de las plantas como los viroides, los vi- 
rus satelites y los RNA satelites (Tabla 24.4.2). Ademas de su 
estructura circular, el HDV se parece a los viroides y algunos 
virusoides vegetales por la presencia intramolecular de extensas 
secuencias complementarias (70% de la extension), asi como por 
tener una actividad autocatalitica de clivaje y ligado. Sin embar- 
go, los viroides se diferencian del HDV por no necesitar de un 
virus ayudador (en el caso del HDV, dicha funcion la cumple el 
HBV), por presentar genomas pequenos (200 a 450 nucleotidos) 
y no codificar protefna alguna. 


3. Estructura y organizacion funcional 



Figura 24.4.1. A) Representation esquematica del HDV. B) Microscopia electronica del HDV. Modificado del sitio web 
del Centro para el Control y Prevention de Enfermedades (CDC), Atlanta, EE.UU. 
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Caracteristica 

HBV 

HDV 


Diametro 

40-42 nm 


36-43 nm 


Envoltura 

Si 


Si 


Antigenos de envoltura 

Antigenos HBs, Pre-Si, Pre-S2 

Antigenos de envoltura de hepadnavirus* 

Nucleocapside 

Si 


No hay estructura forme o es inestable (?) 
al tratamiento con detergentes no ionicos, 
necesario para su detection 

Antigeno del core 

HBcAg (de la nucleocapside) 

Antigeno delta: HD Ag 


Genoma 

DNA parcialmente bicatenario 

RNA monocatenario 


Tabla 24.4.1 . Propiedades comparativas entre el HBV y el HDV. * La envoltura que cubre al HDV que infecta al hombre po- 
see HBs Ag, mientras que -posiblemente- adquiere la cubierta de otros hepadnavirus cuando infecta distintos hospedadores 
(del virus de la hepatitis de la marmota -y posiblemente- el de la hepatitis B del pato pekines) infectados con ellos. 

Caracteristica 

HDV 

Viroide 

Virus satelite 

RNA satelite 

Replicacion 

Autonoma* 

Autonoma 

Depende del virus 
ayudador 

Depende del virus 
ayudador 

Traduction 
del RNA propio 

Si 

No 

Si 

Si o no 

Encapsidacion 

Las proteinas del 
core no se detectan 
como una capside 
estructural; cubierta 
exterior: envoltura de 
hepadnavirus 

No 

Proteina del virus 
satelite 

Proteina del virus 
ayudador 

Homolog la con el 
(S)S rpus , RNA viral del virus 
ayudador 



No 

No 

Homolog ia con 

DNAde la celula 
hospedadora 

No 

No 

No 

No 

Homologia con RNA 

7 S de la celula 
hospedadora 

Si 

Si 

No 

No 


Tabla 24.4.2. Cuadro comparative entre el HDV y otros agentes. En la infeccion humana, la incorporacion de la envol- 
tura del HBV al virion del HDV serviria para proveer la especificidad del tropismo de este, y para mantener la estabilidad del 
core de la particula. La(s) proteina(s) del core esta(n) codificada(s) por el HDV. 


Debido a estas caracteristicas particulares del HDV que lo 
asemejan pero, a su vez, lo distinguen de los viroides y virus 
satelites, el Comite Internacional de Taxonomia Viral (ICTV) 
lo clasifica como unico miembro del genero Deltavirus, sin 
asignarle familia viral alguna, reconociendolo como un agente 
subviral con caracteristicas compartidas con viroides/virus 
satelites. 

3. 1 Genoma viral 

Esta constituido por RNA monocatenario de polaridad (-), el que 
dentro de la celula se dispone en una conformacion circular. El 
genoma consta de 1679/1683 nucleotidos y contiene cerca de un 
60% de contenido C+G. 

El HDV es el unico virus animal conocido que posee un geno- 
ma a RNA circular. Esta disposicion responde a un elevado grado 
de complementariedad intramolecular que permite al 74% de los 
nucleotidos aparearse entre si, para formar una estructura estable 
analoga a una varilla indivisible que permite al virus mantener su 
infectividad aun a 60° C durante 30 minutos. 

El RNA genomico se replica a traves de una molecula de RNA 
intermediary presente en una cantidad 10 veces menor al genoma 


viral y exactamente complementaria a este, denominado RNA anti- 
genomico. Estos dos tipos de RNA no estan poliadenilados y pre- 
sentan un unico dominio de ribozima de 85 nucleotidos de longitud 
aproximadamente, por lo que pueden llevar a cabo reacciones de 
auto-clivaje y auto-ligado (Figura 24.4.2). 

Un tercer tipo de molecula de RNA del HDV esta presente en 
la celula infectada, en una proportion 500 veces menor a la del 
genoma, y presenta la misma polaridad que el RNA anti-genomico. 
Este RNA es lineal y posee una estructura de cap en el extremo 5’ y 
serial de poliadenilacion en el 3’, consistente con su rol como RNA 
mensajero para la sintesis del HDV Ag. Es mas pequeno que las 
secuencias de RNA genomico (-) y anti-genomico (+), ya que solo 
consiste en 0,8 kb (Figura 24.4.2). 

Se han detectado al menos cinco marcos abiertos de lectura 
(ORFs) tanto en el RNA genomico (-) como anti-genomico (+). 
Solo se ha demostrado que el ORF de mayor tamano (ORF s ) en el 
RNA anti-genomico es el unico funcional y conservado, ya que co- 
difica una proteina viral especlfica: el HDV Ag. Este marco abier- 
to de lectura -que se extiende a lo largo de menos del 50% de la 
secuencia nucleotidica- se expresa como dos peptidos diferentes: 
p24 y p27, segun el nucleotido central (1012) del codon 196 con- 
sista en una U o en una C (vease replicacion). 
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Figura 24.4.2. Esquema correspondiente a los tres tipos de moleculas de RNA del HDV que se acumulan durante la 
replicacion viral. 


3.1.1 Origen del genoma viral 

A medida que nuestros conocimientos sobre la estructura ge- 
nomica del HDV y los procesos involucrados en la replicacion 
viral se incrementan, resulta interesante hacer uso de esta in- 
formation para especular sobre el posible origen de HDV. Las 
hipotesis iniciales, basadas en las caracteristicas comunes exis- 
tentes entre los viroides y el HDV, condujeron a los investiga- 
dores a proponer que el genoma viral podrfa haber surgido de 
la captura celular de un RNA sfmil-viroide. Llamativamente, 
un homologo celular del HDV Ag, llamado DIPA ( delta-inte- 
racting protein A), ha sido identificado, siendo este capaz de 
modular la replicacion del HDV. Sin embargo, ulteriores anali- 
sis cuestionaron la homologla propuesta para ambas protemas. 

Por otra parte, estudios recientes han sugerido que el HDV po- 
see su origen en el transcriptoma humano. Esta hipotesis se basa en 
la observation que, desde el punto de vista evolutivo, las ribozimas 
del HDV y las encontradas en el intron del gen humano CPEB3 
estan relacionadas. En la naturaleza, el HDV ha podido ser aislado 
solamente en el ser humano. Por lo tanto, la ausencia de infection 
natural detectable en animales sugiere que este virus es de origen 
reciente y que deriva del transcriptoma humano, adquiriendo la 
protema del antlgeno delta y las ribozimas de su hospedador. 

3.1.2 Diversidad genetica 

Inicialmente, el analisis filogenetico de los aislamientos de HDV 
disponibles, permitio clasificar a todas las cepas en 3 genogrupos 
o genotipos (I-III) al observarse una divergencia nucleotidica entre 
las mismas de hasta el 40% en la totalidad del genoma viral. Sin 
embargo, la reciente inclusion al estudio de secuencias de HDV 
obtenidas en el continente africano ha demostrado la existencia 
adicional de 5 genotipos (IV a VIII), que se suman a los tres ya 
descritos. 

La elevada divergencia nucleotidica presente entre cepas de 
HDV provenientes de diversas regiones geograficas es un reflejo 
de la rapida tasa de evolution que caracteriza a este virus. Cabe 
destacar que, aun entre clones obtenidos de un mismo individuo 
infectado con el virus, las secuencias exhiben hasta un 1,43% de 
divergencia nucleotidica. La tasa de fijacion de mutaciones del 
RNA del HDV oscila aproximadamente entre 3 x 10‘ 2 y 3 x 10' 3 por 
sitio nucleotldico por ano. Esta tasa varfa en diferentes regiones del 
genoma. Se ha observado que esas mutaciones se asocian con cam- 
bios en el cuadro clinico: cuanto mas drasticos son estos cambios 
cllnicos, mayor es el numero de nucleotidos mutados. 

Se ha postulado que la elevada heterogeneidad genomica del 
HDV responderia a la conjuncion de diversas causas, como por 
ejemplo: 1) la ausencia de lectura correctora de prueba de la RNA 


polimerasa que conduce a la incorporation anomala de nucleotidos 
durante la replicacion; 2) el proceso de edition que modifica el 
genoma viral para dar origen a la protema p24 6 p27; y 3) el me- 
canismo de cambio de templado ( template-switching ) que ocurre 
durante la transcription por la action de la RNA polimerasa celular 
sobre el templado de RNA y que se asocia con deleciones o inser- 
ciones del genoma. 

Los eventos de recombination inter-genotlpica pueden produ- 
cirse durante la infection natural con HDV, tal como se documento 
en cepas recombinantes de Taiwan, donde es frecuente la cocircu- 
lacion de multiples genotipos (I, II y IV) y, por lo tanto, predomi- 
nan las infecciones mixtas. 

A pesar de la heterogenidad genetica observada entre los ais- 
lamientos de HDV, no existen hasta el momenta diferencias se- 
rologicas entre los mismos. Esto significa que, con respecto a la 
antigenicidad viral, todas las cepas de HDV estan relacionadas. 

3.2 Proteinas 

La unica protema expresada por el HDV (HDV Ag) no se encuentra 
expuesta en la superficie externa del virion, sino que esta presente 
en la nucleocapside interna. Tiene dos formas de presentation: una 
de 24 kDa y otra de 27 kDa, como consecuencia del proceso de 
edition (C porU) en el nucleotido 1012 (vease replicacion). 

La protelna HDV Ag, en cualquiera de sus dos isoformas, es una 
fosfoprotelna no glicosilada. Posee actividad de union al RNA y se 
sugiere que se une al genoma del HDV en la particula viral. Tambien 
existe evidencia que establece que dicha protema puede facilitar in 
vitro la elongation de la transcription del RNA por la RNA polimerasa 
celular. En las celulas infectadas, el HDV Ag se localiza en el nucleo. 

Las dos proteinas codificadas son identicas, aunque la de ma- 
yor peso molecular presenta una extension de 19 aminoacidos en 
su extremo carboxilo-terminal. La forma corta (195 aa, HDV-S Ag 
6 p24) es sintetizada primero siendo necesaria para la replicacion 
viral, mientras que la forma larga (214 aa, HDV-L Ag 6 p27) se 
torna detectable solo luego de una replicacion prolongada del RNA 
viral y ejerce efectos inhibitorios sobre aquella, a la vez que es 
requerida para el empaquetamiento del genoma viral usando las 
protemas de envoltura del HBV. 

El HDV-L Ag puede estar isoprenilado en una cistelna ubicada 
a 4 residuos del extremo carboxilo-terminal. Se ha observado que 
la mutation de esta cistelna puede bloquear la isoprenilacion y el 
ensamblaje de HDV. 

Entre los dominios funcionales de la protema viral se incluyen: 
a) la serial de localization nuclear situada en el extremo amino ter- 
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minal; b) el motivo de union al RNApresente en el tercio medio del 
genoma, sugiriendose que la alta proporcion de arginina en los 2/3 
colindantes al extremo amino de esta protelna promoveria la inte- 
raction con el genoma viral; y c) un tercer dominio constituido por 
los 19 aminoacidos del extremo carboxilo-terminal posiblemente 
involucrado en la interaccion con el HBs Ag durante el ensambla- 
do de los viriones y la inhibition de la replication del genoma del 
HDV. 


) Corpus 
Editorial 


La envoltura del HDV es provista por un virus ayudador. En la 
infection natural humana ese papel es desempenado por el HBV. 
Experimentalmente se ha logrado infectar primates y marmotas 
( Marmota monax ) con hepadnavirus que proveen la envoltura ne- 
cesaria: el HBV y el virus de la hepatitis de la marmota, respecti- 
vamente. 

El ensamblado de los viriones de HBV, aun en ausencia de HDV, 
es un proceso ineficiente, ya que la mayoria de las particulas ensam- 
bladas estan vaclas y carecen de la estructura de la nucleocapside 
del HBV o del genoma viral, por lo que no son infecciosas. El suero 
de un paciente infectado puede contener entre mil a un millon de 
particulas vacias por cada una de las que contiene la nucleocapside 
(particula de Dane). La mayoria de las particulas vacias son esfe- 
ricas y filamentosas -de aproximadamente 22 nm de diametro- y 
compuestas predominantemente por la protelna S del HBs Ag. La 
nucleocapside puede ser cubierta por la envoltura, formando as! par- 
ticulas infecciosas de 40-42 mn, solamente cuando la protelna pre- 
S 1 -y especificamente, una serial de miristilacion unida a su extremo 
amino-terminal- esta presente. La protelna pre-S2 es aparentemente 
innecesaria tanto para el ensamblaje como para la infectividad. 

El HDV se beneficia con la production excesiva de particulas 
vacias del HBV, utilizandolas para su propio proceso de ensambla- 
je y, de esta manera, inserta el genoma y el antlgeno viral dentro 
de la cubierta externa proporcionada por el HBV (constituida por 
lipidos y por la protefna del HBs Ag en sus tres formas conocidas 
pre-Sl, pre-S2 y S). Cabe destacar que la proporcion en la que 
estas protefnas se encuentran en la envoltura del HDV es distinta a 
la hallada en viriones del HBV. En el caso del HDV, predomina la 
forma pequena (proporcion S: pre-S2: pre-Sl de 95: 5: 1). Si bien 
la sola presencia de la protelna S es suficiente para el ensamblaje 
de las particulas de HDV, estas no son infecciosas. Al igual que lo 
que ocurre con HBV, la protefna pre-Sl es necesaria para conferir 
infectividad. 

Hasta el momenta, se desconoce evidencia alguna que sugiera 
que las protefnas derivadas del HBV sean modificadas al formar 
parte de la envoltura del HDV. 


3.3 Replicacion 


La replicacion del genoma de casi todos los virus a RNA necesita 
de la intervention de enzimas codificadas por el propio virus como 
RNA polimerasas-RNA dependientes o bien transcriptasas inversas, 
mientras que los virus satelites dependen de la polimerasa del virus 
ayudador para su replicacion. 

Sin embargo, el HDV parecerfa constituir un caso especial. El 
HDV es un satelite subviral del HBV, que codifica una transcripta- 
sa inversa para su propia replicacion. Sin embargo, no se ha podido 
detectar intermediario alguno de DNA durante la replicacion del 
HDV, sugiriendo que este proceso depende de una RNA polime- 
rasa celular. Estudios recientes revelaron que la transcription del 
RNAm y la smtesis del genoma del HDV estan mediadas por la 
RNA polimerasa celular tipo II. Mas aun, el hecho de que el RNAm 
del HDV experimente el mismo procesamiento postranscripcional 
que los trascriptos de RNAm derivados del DNA celular apoya 
aquella hipotesis. 

En el interior celular, el RNA genomico se duplica de manera 
analoga a la utilizada por los viroides. El proceso de replicacion 
ocurrirta en el nucleo del hepatocito y el modelo propuesto ha sido 
designado rolling circle o cfrculo rodante. Segun este modelo, el 
RNA genomico sirve como templado para la smtesis de las bases 
complementarias que constituyen el RNA anti-genomico. Este, a 


su vez, es utilizado como templado para la smtesis de mas RNA ge- 
nomico o bien experimenta modificaciones en su extremos 5’ y 3’ 
dando origen al RNAm que codifica al HDV Ag. En este proceso, 
a partir de cada templado se forman multfmeros lineales que son 
luego clivados para originar monomeros lineales, finalmente liga- 
dos en sus extremos, originando las formas genomicas circulares 
cerradas covalentemente (Figura 24.4.3). 

Durante la replicacion en el nucleo, algunas de las moleculas 
de RNA genomico experimentan un proceso de edition media- 
do por una enzima denominada ADAR-1 (Adenosine Deaminase 
Acting on RNA). La forma pequena de esta adenosina deaminasa 
serfa la encargada de generar cambios en la molecula de RNA ge- 
nomico del HDV. Este proceso no ocurre hasta que se sintetizan 
elevados niveles de RNA viral y de p24. El cambio nucleotldico 
C por U (transition) tiene especial relevancia en la regulation de 
los procesos de replicacion y ensamblado, ya que tiene como ob- 
jetivo la smtesis de p27 que, a su vez, inhibe la polimerizacion del 
RNA genomico e interviene en el empaquetamiento viral. El sitio 
que experimenta dicho cambio corresponde a la segunda position 
del triplete AUC en la position 1012 del RNA genomico. Como 
la cadena del genoma viral es de polaridad (-), el triplete genomi- 
co AUC originara un codon de termination UAG en el RNAm, 
dando origen a un polipeptido de 195 aminoacidos (p24). Cuando 
actua ADAR- 1 este triplete es modificado (AUC es reemplazado 
por ACC). De esta manera, el cambio nucleotldico devendra en un 
nuevo codon UGG, que codifica en la cadena de RNAm (comple- 
mentaria al RNA genomico de polaridad (-) al aminoacido tripto- 
fano permitiendose asi, la smtesis de un polipeptido con 19 ami- 
noacidos extras (p27; figura 24.4.4). Es por ello que en la infection 
natural se observan dos tipos de genoma: S (Small) y L (Large), los 
que codifican respectivamente para p24 y p27. 

4. Patogenia 

Dado que el HDV comparte las protefnas de la envoltura con el 
HBV, se ha postulado que los dos virus poseen un mecanismo de 
ingreso celular muy similar, o inclusive identico. Estudios recien- 
tes sugieren que existiria una asociacion espacial o nexo fisico en- 
tre la serial de miristilacion ligada al extremo amino de la protelna 
pre-Sl del HBs Ag y un dominio pequeno de 5 a 20 aminoacidos 
en la misma molecula que permitirfa el ingreso de ambos virus al 
hepatocito. 

El genoma del HDV, al ingresar, es transportado por el HDV-S 
Ag al nucleo donde se produce la replication. La union de este 
antlgeno al genoma viral protegerfa tambien al RNA del HDV de 
la degradation. 

Despues de iniciado el proceso de replicacion, el mecanismo 
de edition anteriormente descrito permitira la smtesis del HDV-L 
Ag. De esta manera, esta protefna puede iniciar el empaquetamien- 
to viral mediado por su interaccion con HBs Ag. Sin embargo, el 
antlgeno del HDV se encuentra en el nucleo mientras que el HBs 
Ag esta en el citoplasma celular. Todavla se desconoce como pue- 
den entrar en contacto dos protefnas ubicadas en comportamientos 
celulares tan distantes. Se especula que el RNA genomico empa- 
quetado en una nucleocapside con las dos formas del HDV Ag (p24 
y p27) interactuarla con el HBsAg insertado en la membrana del 
retlculo endoplasmico. Las particulas virales ensambladas ingresa- 
rfan al aparato de Golgi y luego serfan liberadas de la celula. 

Numerosos estudios experimentales y clinicos indican que la 
infection por HDV es patogenica para el hepatocito. 

La action citopatica directa del HDV con la consecuente des- 
truction celular es producto de la expresion del HDV Ag y la replica- 
cion del genoma viral. La citopatogenicidad asociada a la replicacion 
viral podrla explicar como en el pico de la infection aguda por HDV, 
dicho evento puede ser tan patogenico, pero durante la infection 
cronica, en comparacion, la production viral y la patogenicidad son 
mucho menores. Con el devenir del tiempo, la replicacion del geno- 
ma viral declina gradualmente. Esta se debe a la presencia de formas 
alteradas del HDV Ag -como la protelna de 27 kDa y otras surgidas 
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de procesos anomalos de edicion o errores en la incorporacion de 
bases durante la replicacion- que no favorecen la replicacion o, aun 
peor, actuan como inhibidores dominantes negativos de la misma. 
Por lo tanto, la replicacion genomica es en principio lo suficiente- 
mente rapida como para que se induzca en la celula la sintesis de ele- 
vados niveles del HDV-S Ag y se transcriban y acumulen elevados 
niveles de RNA viral. Esto conduce a que la celula entre en un estado 
de quiescencia y promueva la apoptosis antes de que se produzcan 
niveles adecuados de HDV-L Ag para suprimir la smtesis de RNA. 
El proceso de edicion parecerfa ser, entonces, indispensable para ga- 
rantizar la supervivencia celular. 

El RNAgenomico -unas 300 000 copias por celula- constituye 
hasta el 1% del total de RNA celular. Esta acumulacion excepcio- 
nalmente alta de material genetico viral contribuirfa a la alteracion 
de la funcionalidad del hepatocito. A su vez, la detection de com- 
plementariedad entre el RNA anti-genomico y el RNA celular de 
7S podria ser otro potencial mecanismo citopatico que afecte la 
traduction normal de las protelnas celulares. 

Probablemente, mecanismos de autoinmunidad tambien con- 
tribuirian a la muerte del hepatocito, ya que se han detectado una 
alta frecuencia de anticuerpos anti-lamina nuclear C y anti-LKM3 
( Liver-Kidney-Microsomal ) en pacientes con hepatitis cronica por 
HDV. 

El curso evolutivo de la infeccion puede ser modificado por di- 
versos factores, entre ellos el/los genotipo/s del HDV infectante/s, 
o si la sobreinfeccion ocurre en portadores de ciertas cepas mutan- 
tes del HBV. En este ultimo caso, la replicacion del HDV ocurre 
con menor eficiencia, por lo que se observa un curso cllnico asin- 
tomatico sin exacerbation aguda de la afeccion hepatica. Tambien 
es importante conocer el estatus de portacion persistente del HBV 
(latente o replicativo). De esta manera, en caso de una infeccion 
latente (ausencia de production de progenie viral, y por ende, con 
HBe Ag y DNA del HBV indetectables en suero), la infeccion por 
HDV presenta una progresion lenta a la cronicidad. Por otra parte, 


la replicacion del HBV brinda las condiciones biologicas ideales 
al HDV para diseminarse de celula a celula, incrementado su agre- 
sividad. 

La patogenia de la infeccion por HDV se relaciona con el hecho 
de que el paciente este o no previamente infectado con HBV. Como 
resultado pueden originarse dos situaciones:l) coinfeccion con 
HBV y HDV; 6 2) sobreinfeccion con HDV en un individuo con 
infeccion activa por HBV. En este ultimo caso, a su vez, la sobrein- 
feccion puede producirse ante 3 circunstancias: a) en un paciente que 
cursa una hepatitis aguda; b) en un portador cronico de HBV (fase de 
immmotolerancia; vease el (tern 3.6. 1.2.1 del Captiulo 24.3 Hepatitis 
B); o c) en un paciente con hepatitis cronica por HBV. 

La coinfeccion HB V/HDV en un individuo no inmune contra el 
HBV es habitualmente autolimitada. Las manifestaciones clinicas no 
difieren de las que producen la infeccion unica por HBV. El rango de 
cuadros detectables comprende desde infecciones inaparentes hasta 
hepatitis fulminantes (excepcionales). Pareceria que la replicacion 
del HDV es dependiente del nivel de diseminacion de la progenie 
de partfculas del HBV para asegurar la infeccion dual de un hepato- 
cito dado, ya que el HDV requiere de la cubierta exterior del HBV 
para adsorberse a esa celula. La smtesis de antigeno delta inducirfa 
la disminucion en la produccion de antfgenos del HBV, por lo que 
sus interrelaciones son complejas. En este proceso de regulation ne- 
gativa podria intervenir el interferon. Ademas de los mecanismos 
inmunologicos desencadenados por la infeccion con HBV, los hepa- 
tocitos estarian tambien afectados por un efecto citopatico inherente 
al HDV. 

La sobreinfeccion con HDV en un paciente con hepatitis 
aguda por HBV agrava las manifestaciones clinicas y puede 
progresar a la cronicidad -mas frecuentemente que la infec- 
cion unica por HBV-, ya sea como hepatitis cronica activa o 
persistente. Es motivo de controversia si existe o no una mayor 
asociacion entre hepatitis cronicas HBs Ag + y hepatocarcinoma 
cuando ademas hay sobreinfeccion por HDV. 
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Figura 24.4.3. Proceso de replicacion del HDV. 1. El RNA genomico actua como templado para la transcripcion de RNA 
anti-genomico. 2. Este transcripto experimenta el procesamiento de sus extremos 5’ (adicion del cap) y 3’ (serial de polia- 
denilacion), originando una molecula de RNAm. 3. El RNAgenomico actua como templado para otros transcriptos de RNA 
anti-genomico, algunos de los cuales, al ser transcriptos desde un templado de RNA circular pueden alcanzar una longitud 
superior a la del genoma. 4. Estos transcriptos anti-genomicos de mayor longitud experimentan un clivaje mediado por las 
ribozimas liberando anti-genomas lineales de longitud esperada. 5. Estos se pliegan y ligan para producir nuevas molecu- 
las de RNA anti-genomico. 6-8. Como ocurrio en los pasos 4 a 6, los anti-genomas pueden actuar como templado para la 
transcripcion y procesamiento de nuevos RNAgenomicos. 
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En un portador cronico asintomatico de HBV la sobrein- 
feccion con HDV puede desencadenar la sintomatologla de una 
hepatitis aguda. La contribution del HDV a las hepatitis fulmi- 
nantes en portadores cronicos es tema de controversia. 

La sobreinfeccion con HDV en pacientes con hepatitis B 
cronica puede agravar la evolution de la enfermedad. Elio esta 
relacionado con la actividad del HBV mas que con el nivel de re- 
plication del HDV. El examen histopatologico confirma el diag- 
nostico de hepatitis cronica, aunque se observa una relativa falta de 
elementos inflamatorios, lo que es congruente con la notion de que 
el HDV puede ejercer efectos citopaticos per se. Se ha observado 
en pacientes con hepatitis cronica por dicho virus y coinfectados 
tamhien con HIV, un alto titulo de HDV y supresion del numero 
de linfocitos T CD4 + circulantes. Asimismo, al igual que lo obser- 
vado en la hepatitis virales cronicas por HBV o HCV, la respuesta 
de linfocitos T citotoxicos para epitopes especificos del HDV des- 
empenaria un rol esencial en la limitation de la actividad lesional 
cronica por HDV. 

Las partfculas virales del HDV pueden ser neutralizadas por 
los anticuerpos anti-HBs, pero no por las inmunoglohulinas dirigi- 
das hacia epitopes del HDV Ag. 

5. Epidemiologi'a 

5. 1 1 Has de transmisiOn 

En la naturaleza, el virus se transmite principalmente a traves de la 
via parenteral y, en menor medida, por via sexual, presentando los 
mismos mecanismos de transmision que el HBV. La transmision 
perinatal del HDV depende de la infectividad del HBV, siendo fac- 
tible en madres portadoras de HBV con signos serologicos de repli- 
cation viral, por ejemplo, HBe Ag + o anticuerpos anti-HBe + /HBV 

/g\ Corpus DNA + . 

^ Editorial En determinadas areas endemicas del norte de America del Sur, 
como por ejemplo la Amazonia brasilena y venezolana, el contagio 
del HDV podria ocurrir como resultado de una exposition inapa- 
rente, sobre todo relacionada con efracciones cutaneas por picadu- 
ras de insectos o a traves de las mucosas. Estudios realizados en 
siete comunidades originarias del estado de Amazonas en Brasil 
concluyeron que, si bien la transmision de caracter horizontal e 


intra-familiar existe, el mecanismo de diseminacion mas importan- 
te del HDV en esta poblacion es el sexual. Factores ambientales y 
culturales relacionados con el comportamiento humano y -poten- 
cialmente- con la presencia eventual -y hasta hoy no documenta- 
da- de reservorios animales o infection de insectos podria influen- 
ciar la circulation del HDV. 

5.2 Prevalence e incidencia 

En el mundo, entre los mas de 350-460 millones de portadores 
cronicos del HBV existen aproximadamente 18 millones de in- 
dividuos infectados con HDV. El principal factor epidemiologico 
para la propagation del HDV es el estado de portador cronico de 
HBV (fase de inmunotolerancia de la infection persistente), aun- 
que tambien se aplica a los grupos de alto riesgo para HBV como 
los drogadictos endovenosos, hemodializados y politransfundidos. 

Con relation a los datos demograficos, la infection por HDV, 
al igual que la de HBV, afecta principalmente a pacientes del sexo 
masculino. En general, el grupo etario con mayor prevalencia de 
HDV es el ubicado entre los 30 a 40 anos. En cambio, en la Ama- 
zonia brasilena, la precocidad de la infection por HBV se asocia a 
una mayor prevalencia de HDV en individuos menores de 15 anos 
de edad. 

Estudios de prevalencia de anticuerpos anti-HDV en pacientes 
que exhiben el HBs Ag revelaron que el HDV presenta una distri- 
bution global, pero no uniforme (Figura 24.4.5). Las areas de ele- 
vada prevalencia incluyen la region mediterranea, Medio Oriente, 
Asia central, Africa occidental, la cuenca del Amazonas y algunas 
islas del Oceano Pacffico Sur. A pesar de la alta tasa de portadores 
cronicos de HBV en el continente asiatico, el HDV es poco comun 
alii, aunque esta presente en Taiwan, China e India en grupos de 
riesgo para HBV. Esto podria responder a una resistencia genetica 
de esas poblaciones a la infection por HDV. 

Se ha observado un incremento de la penetration de la infection 
por HDV en comunidades con practicas de riesgo, como los usua- 
rios de drogas ilfcitas inyectables en Europa central y en grandes 
ciudades de America. De la misma manera, nuevos focos de elevada 
prevalencia del HDV han sido identificados en la isla de Okinawa en 
Japon, en el norte de India y en Albania. Reportes recientes demos- 
traron que la prevalencia de hepatitis aguda y cronica por HDV esta 


Ag HDV-S 

A 


Ag HDV-L 


RNAm Codon de terminacion 


Cap UAG_(A)n 


© 

i 


RNA genomico A||n 

© j 

.1 



( RNA anti-genomico 


Edition por 
ADAR-1 



RNAm editado 
Cap 


Triptofano 
UGG_(A)n 


RNA genomico 



ACC 



[ RNA anti-genomico 


UIG - 


Figura 24.4.4. Proceso de edition del RNA del HDV. 1. La transcripcion del genoma origina una molecula de RNAm que 
codifica al Ag HDV-S. 2. El Ag HDV-S permite la replication del genoma viral por la RNA polimerasa II celular, generando 
una molecula de RNA anti-genomico. 3. ADAR-1 actua sobre el RNA anti-genomico convirtiendo la adenosina del triplete 
en la position 1012 en inosina. 4. Al igual que la guanosina, la inosina se aparea con una citosina; por lo tanto, despues de 
la replication el genoma posee una C en lugar de una U. 5. El genoma editado se transcribe dando origen a una molecula 
de RNAm que codifica al Ag HDV-L. Dicha proteina contiene una extension de 19 aminoacidos mas, inhibe la replication y 
es necesaria para el ensamblaje viral. 
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tendiendo a decrecer en la region mediterranea europea y muchas 
otras partes del mundo, lo que ha sido atribuido a la reduction mun- 
dial en el numero de portadores cronicos de HBV. 

Existe un reservorio importante en America Latina en el occi- 
dente amazonico, que no solo comprende a Brasil, sino que alcanza 
a Venezuela, Colombia y Peru. Numerosos estudios demostraron 
en esta zona una asociacion entre la ocurrencia de formas endemi- 
cas de hepatitis aguda grave y brotes epidemicos de hepatitis fulmi- 
nante con alta mortalidad y la existencia -en la misma region- de 
sobreinfeccion por HDV entre portadores cronicos de HBV resi- 
dentes en areas de alta endemicidad para este ultimo. 

La hepatitis de la Sierra Nevada de Santa Marta ha sido reco- 
nocida como una forma inusual de hepatitis grave que afecta desde 
la decada de 1930 al noroeste colombiano perteneciente a la cuenca 
del rfo Amazonas. En el norte de Brasil, donde la tasa de portadores 
cronicos de HBV es una de las mas elevadas en el mundo (5-20%), 
el cuadro es similar al observado en Colombia, ya que tambien se 
ha descrito un tipo de hepatitis endemica conocida como Fiebre 
de Labrea. 

Se han reportado brotes epidemicos de hepatitis fulminante en 
numerosas zonas de la Amazonia que afectaron gravemente a los 
grupos indigenas residentes. Merecen mencionarse entre ellos, las 
epidemias documentadas a finales de la decada de 1960 en la cuenca 
del rfo Orinoco perteneciente al Amazonas venezolano, y en el limite 
norte y noreste de la selva peruana entre 1992 y 1993. Es necesario 
mencionar tambien la epidemia que azoto entre 1979 y 1981 comu- 
nidades originarias de la region montanosa de Perija (noroeste de 
Venezuela) ya que este area, aunque desde el punto de vista topogra- 
fico no forma parte de la cuenca del Amazonas, presenta los mismos 
factores de riesgo que las mencionadas anteriormente: endemicidad 
del HDV y gran numero de portadores cronicos de HBV. 

Si bien se han observado los mismos factores de riesgo en otras 
zonas del continente americano (por ejemplo, el estado de Chiapas 
en Mexico, la Amazonia boliviana, los valles de Huanta y Abancay 
en Peru, y la region occidental del Amazonas brasileno), hasta el 
momento no se han registrado brotes epidemicos en ellos. 

5.3 Ep/DEMIOLOGIA MOLECULAR 

Los diferentes genotipos del HDV presentan una distribution geo- 
grafica variada. El genotipo I se encuentra ampliamente disemina- 


do a nivel mundial; el genotipo II circula exclusivamente en Asia, 
y los genotipos V a VIII se localizan en el continente africano. 
El IV se distribuye en las islas de Taiwan y Okinawa (Japon). Fi- 
nalmente, el genotipo III es especlfico de Sudamerica y, en areas 
endemicas de Venezuela y Peru, se lo ha observado asociado al 
genotipo F del HBV. 


La infection por HDV requiere una infection asociada por HBV. 

El pronostico de la infection depende si se trata de una coinfection 
HBV-HDV o una sobreinfeccion de HDV en un individuo cronica- 
mente infectado con HBV. 

La coinfection simultanea con HBV-HDV deviene, generalmen- 
te, en hepatitis agudas autolimitadas tipo B y D. La hepatitis cronica 
por HDV es inusual entre pacientes coinfectados (menos del 5%). 

Aunque el perfodo de incubation depende del tltulo de HBV en 
el inoculo infectante, este varla entre 3 a 7 semanas en la hepatitis 
D aguda. Inmediatamente despues, se da inicio a una fase pre-ic- 
terica con manifestaciones inespeclficas (letargia, fatiga, anorexia 
y nauseas) que se extiende por 3 a 7 dias. Durante esta fase, es co- 
mun la alteration de los valores de transaminasas sericas. La etapa 
icterica comienza con la ictericia tipica, mientras que la fatiga y las 
nauseas persisten y se evidencia coluria, acolia e hiperbilirrubine- 
mia. En los pacientes con infecciones agudas y autolimitadas, el 
perfodo de convalecencia se inicia con la desaparicion de los slnto- 
mas y signos cllnicos, aunque la fatiga puede persistir por tiempo 
prolongado. 

En contraposition con la situation anteriormente descrita, la 
sobreinfeccion con HDV en un individuo con hepatitis B cronica 
se asocia generalmente a infecciones agudas graves con perfodos 
cortos de incubation que progresan a hepatitis D cronica en mas 
del 80% de los infectados. Tambien, es comun la asociacion con ?s*°5vSs 
hepatitis viral fulminante y con la infection hepatica cronica activa 
grave con tendencia a la cirrosis (60-70%). En comparacion con la 
infection por HBV, la sobreinfeccion aguda y la infection cronica 
por HDV se encuentran asociadas a mayores chances de presentar 
una evolution mas torpida hacia hepatitis fulminante y dafio he- 
patico progresivo. Mas aun, en pacientes coinfectados con HBV y 
HIV, la sobreinfeccion con HDV incrementa el riesgo de cirrosis 
hepatica, descompensacion y muerte. 


6. Cuadro cli'nico 


Distribucion geografica de la Infeccion por HDV 



Prevalencia del HDV 

■ Alta ■ Intermedia ■ Baja ■ Muy baja Sin datos 


Figura 24.4.5. Prevalencia mundial del HDV. Modificado del sitio web del Centro para el Control y Prevention de Enfer- 
medades (CDC), Atlanta, EE.UU. 
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Durante la fase aguda de la infeccion por HDV, las slntesis 
de HBs Ag y DNA del HBV permanecen inhibidas hasta que la 
infeccion se resuelve. 

La hepatitis viral fulminante es inusual. Sin embargo, en compa- 
racion con el resto de los virus de hepatitis, es 10 veces mas comun 
en casos de sobreinfeccion de HBV y HDV. Esta forma de presen- 
tation clmica se caracteriza por cambios en la personalidad, altera- 
ciones del sueno, confusion, deficit de concentration, trastomos en 
la conducta, somnolencia y coma; englobados todos en una encefa- 
lopatia hepatica. La tasa de mortalidad de la hepatitis D fulminante 
alcanza el 80%, por lo que el trasplante hepatico esta indicado. 

La hepatitis D cronica se manifiesta en un comienzo como una 
infeccion aparentemente aguda con sintomas mas leves. Mientras 
que las transaminasas sericas se mantienen elevadas, los niveles 
de bilirrubina y albumina permanecen normales, al igual que el 
tiempo de protrombina. Los niveles de HBs Ag estan habitualmen- 
te disminuidos, respecto de los infectados cronicamente solo con 
HBV en las instancias de replicacion del HDV. 

La infeccion cronica por HDV progresa a cirrosis en 5 a 1 0 anos, 
aunque en algunos casos reportados ese tiempo se reduce a 2 anos. 

La prevalencia del carcinoma hepatocelular en pacientes cro- 
nicamente infectados con HDV con enfermedad hepatica avanzada 
es similar a la observada en pacientes con infeccion cronica exclu- 
siva por HBV. El carcinoma hepatocelular podria ser producto de 
un efecto secundario de la cirrosis asociada, y no del efecto onco- 
genico directo del virus. 

En resumen, se han propuesto tres fases en la evolucion de la he- 
patitis cronica por HDV: a) fase activa temprana con replicacion activa 
del HDV y supresion del HBV; b) fase moderadamente activa con 
descenso en la replicacion del HDV y reactivacion del HBV; y c) fase 
tardfa con desarrollo de cirrosis y hepatocarcinoma o con remision, 
producto de una marcada supresion de ambos agentes infectantes. 

La tasa de mortalidad de la infeccion por HDV varia entre el 2 
al 20%, valores 10 veces mayores a los reportados para HBV. 


6.1 SlGNIFICADO CU'NICO DE LOS GENOTIPOS DEL HDV 


La infeccion por el genotipo I del HDV ha sido asociada a un es- 
pectro diverso de afeccion hepatica, desde formas clinicas fulmi- 


nantes hasta enfermedad cronica grave. En cambio, el genotipo II 
presenta un pronostico menos desfavorable. 

Los brotes epidemicos de hepatitis fulminante ocurridos en 
areas endemicas de Venezuela y Peru han sido atribuidos al genoti- 
po III del HDV asociado al genotipo F del HBV, el mas prevalente 
en la region. Sin embargo, en otras regiones sudamericanas, por 
ejemplo, la Amazonia brasilena, la elevada prevalencia de la infec- 
cion por HDV y HBV se asocia tambien a epidemias de hepatitis 
grave, aunque predomina el genotipo A del HBV y no el F. 

7. Diagnostico 

La sospecha de la infeccion por HDV ocurre ante un proceso de 
reactivacion y agravamiento en una hepatitis cronica, frente a una 
evolucion torpida de esta o ante la presentation de una hepatitis 
aguda -que puede o no ser fulminante- en un portador cronico de 
HBs Ag. 

El diagnostico de la infeccion por HDV es complejo como con- 
secuencia de la propia historia natural de la infeccion y por la ne- 
cesidad de interpretar diversos marcadores virales de HBV y HDV. 
(Tab la 24.4.3) 

La deteccion del antlgeno delta puede intentarse en el hfgado 
o en el suero, constituyendo el principal examen utilizado en el 
diagnostico de diversas formas clinicas de hepatitis por virus D. 
La busqueda del antlgeno mediante inmunofluorescencia o inmu- 
noperoxidasa en material de biopsia hepatica revela su presencia 
en el nucleo de los hepatocitos con un aspecto reticular, sin tincion 
nucleolar. En fases avanzadas de afeccion hepatica, puede detec- 
tarse en el citoplasma. Nunca coexisten en una misma celula la 
expresion de antigenos HBc y el HDV Ag (correspondiente al core 
de HDV, inicialmente denominado antlgeno delta). 

En el suero de pacientes con infeccion aguda, la deteccion de 
este antlgeno mediante ELISA es dificultosa, debido a la fugacidad 
de su presencia y a la necesidad del tratamiento con detergentes no 
ionicos para lograr la disruption del HBs Ag. El HDV Ag es con- 
siderado como el marcador serologico de infeccion aguda precoz. 
Los niveles de antigenemia delta son variables durante la infeccion 
aguda, mientras que durante la etapa cronica es raramente detec- 
tado. 


Ag HDV 

- marcador serologico de infeccion aguda precoz 

- marcador de tejido hepatico: fase aguda, fulminante y cronica 

IgM anti-HDV 

- marcador de infeccion aguda 

- transitorio y limitado en formas agudas 

- reactivo por tiempo prolongado en formas cronicas 

- altos titulos: infeccion activa persistente 

- marcador en la respuesta anti-viral (tratamiento) 

IgG anti-HDV 

- incremento tardio en formas agudas 

- altos titulos en cronicidad 

- altos titulos en replicacion viral activa 

- asociado a anti-HBs y/o anti-HBc, infeccion pasada 

RNAHDV 

- marcador de replicacion en fase aguda 

- marcador de replicacion en fase cronica 

- marcador utilizado para monitoreo del tratamiento 


Tabla 24.4.3. Significado de los marcadores serologicos y del tejido hepatico en la infeccion por HDV. 
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Infeccion pasada Ausencia de infeccion 

por HDV por HDV 

Figura 24.4.6. Diagrama de flujo para el diagnostico de la infeccion por HDV. 


Para el serodiagnostico de hepatitis aguda por HDV, tanto en 
casos de coinfeccion como de sobreinfeccion, se destaca la detec- 
cion de la fraction IgM anti-HDV a traves de tecnicas de ELISA. 
La deteccion de anticueipos IgM para HDV permite diferenciar una 
infeccion actual de una anterior por este virus (Figura 24.4.6). Su 
presencia se correlaciona con la del antlgeno delta en el hfgado del 
paciente y persiste en tltulos variables en individuos cronicamente 
infectados. Se detecta al cabo de 10-25 dias de aparicion de la he- 
patitis D aguda, y puede persistir por anos en individuos infectados 
cronicamente. Por el contrario, se detecta unicamente IgG anti-HDV 
en individuos que se han recuperado de la infeccion. 

En coinfecciones agudas HBV-HDV, se detectan HBs Ag, HBe 
Ag y DNA del HBV en el suero durante el perfodo de incubation, 
mientras que los anticuerpos IgM e IgG anti-HBc aparecen al inicio 
de las manifestaciones cllnicas. Dos marcadores serologicos de in- 
feccion por HDV (RNA del HDV y HDV Ag) aparecen temprana- 
mente durante la infeccion y desaparecen cuando aumentan los tftu- 
los de los anticuerpos anti-HDV (IgM e IgG). Todos los marcadores 
de replication viral se toman indetectables en la fase de convalecen- 
cia temprana, mientras que los anticuerpos IgG anti-HDV permane- 
cen elevados durante meses. Las transaminasas sericas experimentan 
dos picos de incremento en su tftulo, el primero provocado por la 
expresion inicial del HBV y el segundo al expresarse el genoma del 
HDV (Figura 24.4.7). 

En la sobreinfeccion por HDV en portadores cronicos de HBV, 
es decir, en pacientes con antigenemia preexistente para el HBs Ag, el 
perfil serologico es distinto. Por tratarse de una infeccion cronica, no 
se detecta habitualmente IgM anti-HBc. La positividad para HBc Ag o 
anti-HBe depende del estado de portador del paciente. El tftulo de HBs 
Ag declina cuando el HDV Ag aparece inicialmente en el suero y luego 
retoma a niveles detectables. Existe un unico pico de incremento en las 
transaminasas sericas luego de la expresion del HDV. Cuando la sobre- 
infeccion HDV-HBV se manifiesta a traves de formas clfnicas agudas, 
los marcadores de infeccion por HDV (RNA del HDV, HDV Ag, IgM 
e IgG anti-HDV) declinan con el devenir del tiempo (Figura 24.4.8). 

En cambio, en hepatitis cronicas por HDV, estos marcadores 
pueden ser detectados persistentemente (Figura 24.4.9). El diag- 
nostico de hepatitis cronica por HDV debe confirmarse mediante 
la deteccion del antlgeno viral en tejido hepatico. 

La tendencia a la cronicidad y a la cirrosis puede predecirse 
desde etapas agudas de la infeccion por los tltulos elevados y per- 


sistentes de inmunoglobulinas anti-HDV, lo que indica el mante- 
nimiento de la actividad replicativa del HDV por un perfodo pro- 
longado. 

En el caso de portadores asintomaticos del HBV donde se de- 
tecta un episodio de hepatitis aguda es muy importante -y diffcil — 
el diagnostico diferencial con una hepatitis aguda por HBV, si es 
que se ignora la historia previa de portacion viral en el paciente. 
Para ello, es menester solicitar la deteccion de IgM anti-HBc, ya 
que solo su presencia indicara una hepatitis aguda por HBV. Por el 
contrario, el diagnostico de HDV se sospechara ante la antigene- 
mia HBs en ausencia de IgM anti-HBc (Figura 24.4.8). El diagnos- 
tico final se podra obtener mediante la biopsia hepatica en busca 
del HDV Ag o mediante la deteccion serica de IgM anti-HDV. 

Se han documentado casos de individuos transplantados que pa- 
decen una infeccion por HDV con antigenemia HBs no detectable. Se 
presume que esto serfa atribuible a la administration de Ig especffica 
para HBV (HBIG), que puede enmascarar la presencia del HBs Ag. 

La aplicacion de tecnicas de biologfa molecular ha permitido 
establecer que las pruebas mas sensibles y por ende mas confia- 
bles para determinar el diagnostico de infeccion activa por HDV 
consisten en la deteccion del RNA viral en el suero o el hfgado. 
Recientemente se han observado en la comunidad originaria Mbya 
Guarani de Misiones, Argentina, casos de infeccion oculta por va- 
riantes del HDV (RNA detectable con serologia no reactiva) en 
individuos que exhibian tambien infeccion oculta por HBV. El ais- 
lamiento del genoma del HDV en tejido hepatico es importante 
en el diagnostico de afeccion cronica por HDV, ya que indica alta 
infectividad. El RNA viral persistentemente positivo en el suero 
durante el estadio agudo de la infeccion, indica mayor chance de 
progresion a la cronicidad. 

8. Profilaxis 

Dado que el HDV depende de la presencia del HBV para su en- 
samblado y transmision, todas las medidas destinadas a prevenir la 
infeccion por este ultimo seran de utilidad en la prevention de la 
transmision del HDV. 

Se acepta que la presencia de anticuerpos anti-HBs en la in- 
munoglobulina hiperinmune para hepatitis B protege pasiva y 
transitoriamente contra la infeccion por HDV, ya que ambos virus 
comparten los antigenos de su cubierta exterior. 
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□ HDVAg ERNAHDV □ DNA HBV □ HBs Ag □ ALT 

IgM anti-HDV IgG anti-HDV 

IgM anti-HBc IgG anti-HBc 

Figura 24.4.7. Patrones serologicos en la coinfeccion por HBV y HDV. 
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■ DNA HBV □ HDVAg □ RNA HDV □ ALT □ HBs Ag 
IgM anti-HDV IgG anti-HDV _ . _ . IgG anti-HBc 

Figura 24.4.8. Patrones serologicos en la hepatitis aguda por HDV en un paciente con portacion cronica del HBV. 


Aunque hasta el momento no existe una vacuna comercial es- 
pecifica para el HDV, la utilization de la correspondiente al HBV 
induce la formation de anticuerpos anti-HBs que confieren protec- 
cion frente al ingreso del HDV. Por lo tanto, la vacunacion contra 
el HBV esta recomendada para evitar la coinfeccion HBV-HDV. 

Lamentablemente, las medidas de profilaxis pasiva y activa 
contra el HBV no pueden ser aplicadas -por no ser efectivas- al 
grupo de mayor riesgo de contraer la infeccion por HDV existente 
en el planeta: los mas de 350 000 000 de portadores cronicos del 
HBV. 

Se han realizado estudios parcialmente exitosos de inmuniza- 
cion activa con antlgeno delta recombinante en marmotas ( Mar - 
mota morax ) cronicamente infectadas con el virus hepatitis B de la 
marmota. Resultados todavia preliminares sugieren -por analogia- 
que la vacunacion de individuos cronicamente infectados con HBV 
utilizando antlgeno delta recombinante podria atenuar el riesgo de 
sobreinfeccion. 

Publicaciones recientes documentaron que en China se han 
producido vacunas a DNA contra el HDV -todavia en fase experi- 
mental- para ser aplicadas a los portadores cronicos de HBV. Para 
obtener una vacuna efectiva es necesario contar con respuestas pro- 
tectoras tanto humorales como celulares. Se han construido vacunas 
a base de plasmidos que expresan al HDV-L Ag o al HDV-S Ag. 


En ambos casos se logro una significativa proliferation de linfocitos 
T con induction de una respuesta Thl con linfocitos T citotoxicos 
CD8 + especificos para HDV productores de IFN-y. En cambio, la 
magnitud de la respuesta humoral inducida por ambos antigenos es 
diferente. En el caso de vacunas con HDV-L Ag, aunque se produ- 
cen tftulos elevados de anticuerpos contra el HBsAg, los niveles de 
inmunoglobulinas anti-HDV son bajos o indetectables. En cambio, 
la administration de vacunas basadas en plasmidos que expresan el 
HDV-S Ag genera una potente respuesta inrnune humoral anti-HDV. 
Esta diferencia responderfa a la presencia de un motivo de isopreni- 
lacion en la proteina de 27 kDa (y no en la de 24 kDa) que enmascara 
a una de las regiones inmunodominantes mas importantes. 

9. Tratamieiuto 

El tratamiento de la infeccion cronica por el HDV tiene como obje- 
tivos la elimination precoz del virus, la interruption de su replica- 
cion (evidenciada mediante la conversion serologica y el RNA vi- 
ral indetectable en suero), y la reduction de las aminotransferasas 
sericas y del proceso inflamatorio cronico del higado. El tratamien- 
to debe contemplar tambien la infeccion concomitante por el HBV. 

Hasta el momento, el interferon-a (IFN-a) constituye la unica 
option terapeutica para el tratamiento de las hepatitis cronicas por 
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□ HBV DNA □ HDV Ag ■ HDV RNA □ ALT □ HBs Ag 
IgM anti-HDV IgG anti-HDV - • - ■ IgG anti-HBc 

Figura 24.4.9. Patrones serologicos en la progresion hacia la hepatitis D cronica en un paciente con portacion cro- 
nica del HBV. 


HDV. Considerando la rapida progresion de la infeccion por HDV 
hacia formas cronicas de afeccion hepatica, el unico factor deter- 
minante de respuesta al IFN-a serla el tiempo de duration de la 
infeccion viral. Por lo tanto, cuanto mas precoz es el diagnostico y 
el inicio de la terapeutica, mejor sera la respuesta clfnica. 

En pacientes infectados, se han logrado remisiones con la ad- 
ministration de dosis masivas de interferon-a por un tiempo pro- 
longado (9 millones de unidades 3 veces/semana durante 12 meses 
6 5 millones de unidades/dla por un ano como maximo), lo que 
implica un alto riesgo de aparicion de efectos colaterales al tra- 
tamiento. A pesar de la mejorla clinica y de la diminution de los 
valores sericos de las aminotransferasas, el genoma viral persiste 
detectable en la mayorfa de los pacientes y, al finalizar el trata- 
miento, muchos padecen recaidas, o mas aun, exacerbaciones de 
la afeccion hepatica. En el caso de pacientes con la triple infeccion 
HBV, HDV y HIV, la administration de IFN-a logro manteneruna 
respuesta bioquimica (aminotransferasas), serologica y virologica 
favorable luego de dos anos de finalizado el tratamiento. 

El efecto del interferon sobre el HDV responderfa, probable- 
mente, a un mecanismo indirecto, producto de la action de este 
sobre el HBV y/o sobre la respuesta inmune desencadenada frente 
a las infecciones. El interferon-P ha surgido como option terapeu- 
tica para pacientes no respondedores al IFN-a. 

Numerosos estudios demostraron que otros antivirales e in- 
munosupresores no son efectivos para el HDV. Por ejemplo, la 


lamivudina, capaz de reducir los tltulos del HBV, no presenta el 
mismo efecto con HDV. Por otro lado, la ribavirina, que en com- 
bination con interferon constituye la principal terapia antiviral 
para infecciones cronicas por HCV, no ha probado ser exitosa 
para el tratamiento del HDV, a pesar de bloquear su replication 
en cultivos celulares. 

En modelos animales, se ha demostrado que el uso de inhibi- 
dores de la isoprenilacion reduce transitoriamente el ensamblaje 
viral, al actuar sobre el sitio espetifico presente en el HDV-L Ag. 
Sin embargo, resulta poco probable que esta estrategia pueda ser 
aplicada a seres humanos debido a su toxicidad potencial. 

El trasplante hepatico estarla indicado en el caso de hepatitis 
agudas fulminantes o estadios terminales de formas cronicas de in- 
feccion por HDV. La tasa de sobrevida a 5 anos para pacientes con 
diagnostico de cirrosis terminal por HDV file estimada en el 88%, 
con recidiva del HBs Ag en solo 9% de los casos bajo profilaxis 
pasiva por tiempo prolongado. 

Cabe mencionar los resultados obtenidos por investigadores 
que evaluaron en cultivos celulares infectados con HDV la capa- 
cidad de ribozimas y oligonucleotidos anti-sentido para inhibir la 
replication viral. El uso combinado de ribozimas u oligonucleoti- 
dos anti-sentido en combination con IFN-a2b logro incrementar 
significativamente la eficacia de este ultimo en la inhibition del 
RNA viral, constituyendo este tipo de terapeutica una nueva pro- 
mesa para el tratamiento de la infeccion cronica por HDV. 
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Hepatitis C 

Maria Laura Minassian - Cintia Wanda Rivero - Jose Raul Oubina 


1. Aspectos historicos 

En 1975 se reconocio por primera vez la existencia de un virus 
causante de hepatitis no-A no-B transmitido a traves de la sangre. 
Este fue el primer virus descubierto mediante clonado molecular 
utilizando la tecnologfa del DNA recombinante, sin recurrir a pro- 
cedimientos biologicos o biofisicos, que posibilitaran su aislamien- 
to y caracterizacion. 

En 1989 los equipos dirigidos por Michael Houghton, Geor- 
ge Kuo y Que Lim Choo ( Chiron Corporation, Emeryville) y por 
Daniel W. Bradley (Centers for Disease Control and Prevention , 
Atlanta, EE.UU.) publicaron los hallazgos que permitieron iden- 
tificar al agente etiologico, luego de 8 anos de investigation. Para 
ello, hablan utilizado el plasma de un chimpance contaminado con 
el "presunto virus" productor de hepatitis no-A no-B al que -una 
vez identificado- se denomino virus Hepatitis C (HCV). El cDNA 
correspondiente al RNA viral se clono y expreso en Escherichia 
coli utilizando el bacteriofago X (lambda) gt 11 como vector, lo- 
grandose la sintesis de proteinas recombinantes (conteniendo un 
fragmento HCV-especifico). Estas proteinas con especificidad anti- 
genica para HCV fueron detectadas mediante un tamizaje inmuno- 
logico de la genoteca enfrentandolas con el suero de un individuo 
infectado con el hasta entonces denominado agente de la hepatitis 
no-A no-B post-transfusional (Figura 24.5.1). 

El diseno experimental del grupo Chiron sirvio inicialmente para 
obtener dos proteinas recombinantes capaces de reaccionar con an- 
ticuerpos especificos en ensayos de ELISA o RIA. Estas reacciones 
inmunologicas posibilitaron la detection de anticuerpos presentes 
en la sangre de hemodonantes involucrados en la transmision del 
virus hepatitis C por transfusiones. Este tipo de analisis constituyo 
el primer instrumento valido para evitar la transmision inter-humana 
del virus. 

2. Evolucion natural de la infeccion 

El HCV es uno de los principals agentes asociados a la hepato- 
patia cronica. La enfermedad aguda -aunque muy infrecuen- 
temente observada- tiene un perfodo de incubacion que oscila 
entre las 3 a 20 semanas. Cuando existen, las manifestaciones 
agudas se asemejan a las de las hepatitis A y B, observandose 
a veces formas leves. Las hepatitis fulminantes son inusuales. 
Sin embargo, esta etapa initial de la infeccion suele ser general- 
mente asintomatica. 

La evolucion de la infeccion es determinada por la intensidad 
de la respuesta inmune, el tipo de citoquinas secretadas y la activi- 
dad persistente de celulas citotoxicas especificas para el HCV. El 
80-85% de los pacientes con infeccion aguda desarrolla una infec- 
cion cronica. El nivel de transaminasas raramente excede 10 veces 
los limites normales, y es comiin comprobar ascensos y descensos 
metaforicamente designados como tipo "yo-yo". La hepatitis cro- 
nica es el mayor factor de riesgo para el desarrollo del carcino- 
ma hepatocelular (HCC), el que ocurre en la mayoria de los casos 
como consecuencia de la cirrosis. Si bien el mecanismo por el cual 
este virus conduce al cancer no esta totalmente dilucidado, se ha 
demostrado que algunas proteinas del virus podrfan actual - como 
transactivadoras, afectando la homeostasis celular y contribuyendo 
a la generation del HCC. 


Plasma de chimpance infectado con material contaminado que 
habia sido causa de hepatitis no A no B 

I 

Ultracentrifugacion 

I 

Extraccion de DNA y RNA del sedimento 

I 

Transcripcion inversa del RNA y DNA mediante cebado aleatorio 
( random priming) 

i 

Clonado del cDNA en el bacteriofago X gtll (vector de expresion) 

I 

Sembrado de aproximadamente 10 6 unidades formadoras de placas 

I 

Transferencia de las proteinas a filtros de nitrocelulosa 

I 

Incubacion de los filtros con el suero de pacientes que habian 
padecido hepatitis clinica no A no B 

I 

Deteccion de anticuerpos mediante incubacion con 
anticuerpos anti-lgs humanas marcadas con 125 l 

I 

Realizacion de autorradiografia para detectar los clones que 
expresaban las proteinas especificas 

I 

Verificacion de que los clones seleccionados eran originados 
exclusivamente en el agente de la hepatitis no-A no-B 

Figura 24.5.1. Estrategia de deteccion molecular y ca- 
racterizacion del virus hepatitis C. 


3. Agente etiologico 

3.1. Morfologi'a 

Mediante diversos metodos se habia establecido que el agente res- 
ponsable de las hepatitis C debia ser un virus de aproximadamente 
30-60 mn con envoltura lipidica. Recienen 1 994 -cinco anos despues 
de haberse conocido la primera secuencia nucleotidica del HCV- M. 
Kaito y colaboradores publicaron convincentes imagenes del virus 
obtenidas mediante inmunomicroscopia electronica. El agente mide 
55-65 nm, con un core intemo de 30-35 nm (Figura 24.5.2). Alrede- 
dor de la envoltura viral se observan espiculas de 6 mn. El diametro 
de la particula completa es algo menor que el de los flavivirus y se- 
mejante a los pestivirus de la familia Flaviviridae, en la cual el HCV 
ha sido incluido como prototipo del genero Hepacivirus. Tambien se 
han detectado en circulation nucleocapsides aisladas. 

3.2. O RG anizaciOn estructural y funcional 

El HCV posee un genoma a RNA monocatenario de polaridad po- 
sitiva, de aproximadamente 9 600 bases. Posee un marco abierto de 
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Figura 24.5.2. Microscopia electronica del virus hepatitis 

C. Particula de 55-65 nm con finas proyecciones espicula- 
das. La barra representa 100 nm. (De Kaito etal. J Gen Virol 
75:1755-1760, 1994). 
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lectura ( Open Reading Frame u ORF) que se encuentra flanqueado 
por dos regiones no codificantes (5’UTR [ Untranslated Region ] y 
3 ’UTR) importantes para la traduccion y replicacion del mismo. 
Superpuesta a la region 5’UTR (aproximadamente unos 340 nu- 
cleotidos) y extendiendose unas pocas bases en la region codifi- 
cante del core se encuentra un sitio interno de entrada al ribosoma 
(IRES [ Internal Ribosomal Entry Site]), el que permite la traduc- 
cion cap-independiente de una poliprotelna de aproximadamente 
3 000 aminoacidos, que es clivada tanto por proteasas celulares 
como virales en al menos 10 protelnas: estructurales (core, El, E2 
y p7) y no estructurales (NS2, NS3, NS4A, NS4B, NS5Ay NS5B) 
(Figura 24.5.3). Ademas, se ha identificado una protelna adicional 
de 16 kDa (protelna F o ARFP [Alternative Reading Frame Pro- 
tein]) que es codificada porun ORF altemativo dentro de la region 
que codifica para la protelna del core. 

Comparada con el resto del genoma viral, la region 5’ UTR es 
altamente conservada y desempena un importante rol en el ciclo 
de replicacion viral. Dicha conservation nucleotidica posibilita su 
utilization para el diagnostico molecular (mediante la detection 
del genoma) y la clasificacion genotipica. Esta region presenta una 
estructura secundaria compleja, en la cual se han demostrado cua- 
tro dominios (I, II, III, IV). En el dominio III reside un loop cuya 
secuencia apical es complementary a la del RNA 18S humano, 
lo cual reviste particular importancia biologica. En dicha region 
se detectan tres pequenos marcos abiertos de lectura (ORF 1, 2 y 
3). Sin embargo, no son traducidos debido a que el genoma no se 
desliza por los ribosomas desde el extremo 5’, sino que penetra en 
ellos a traves del IRES. Este hecho es semejante al observado con 
los picomavirus y se diferencia de lo que ocurre con otros miern- 
bros de la familia Flaviviridae. 

El IRES dirige la union de los ribosomas en las cercanfas del 
codon de initiation de la traduccion (Start o +1). Este sitio no re- 
quiere obligatoriamente los factores de pre-iniciacion de la misma 
y varia su actividad con el ciclo celular, interactuando con diferen- 
tes factores celulares. Secuencias virales localizadas en regiones 
distales del IRES modulan la eficiencia de su actividad, estimulan- 
do o suprimiendo la traduccion. 

A continuation se describe sucintamente la region genomica co- 
dificante de la poliproteina viral, asi como las funciones inherentes 
a los productos peptidicos derivados, y finalmente, la region 3’ UTR. 


como un polipeptido de aproximadamente 21 kDa, no glicosilado, 
rico en prolina ( 12%), arginina y lisina, cuya carga positiva posibi- 
lita la interaction con el genoma viral. 

Las regiones genomicas El y E2 codifican las glicoproteinas 
gp 33/35 (El) y gp 58/70 (E2) de la envoltura viral, las que son 
procesadas por peptidasas de la celula hospedadora. Forman he- 
terodimeros y se asocian con la protelna del core para formar el 
virion. Se reconocen una o dos subregiones hipervariables en E2 
(HVR-1 y HVR-2), segun los genotipos. Las variaciones que ocu- 
rren con el devenir de la infection en un mismo individuo a nivel 
del extremo amino-terminal de E2 constituyen un mecanismo de 
evasion a la respuesta inmune humoral del hospedador, ya que 
cambios aminoatidicos puntuales alteran la conformation espacial 
de la protelna de envoltura viral, por lo cual no pueden ser recono- 
cidas por anticuerpos inicialmente dirigidos hacia una estructura 
secundaria diferente. 

P7 es un polipeptido pequeno muy hidrofobico, compuesto por 
dos dominios transmembrana que esta involucrado en la formation 
de canales ionicos de transmembrana (actividad de viroporina). 

NS2 es tambien una proteina transmembrana de 23 kDa que 
junto con la region amino-terminal de NS3 constituye una proteasa 
que cataliza el clivaje entre ellas mismas. El dominio de proteasa 
de NS2, pero no su actividad enzimatica, es indispensable para el 
ensamblaje y la consiguiente formation de viriones. 

La protelna NS3 (69-72 kDa) tiene dos funciones principals: 
el dominio amino-terminal actua como una proteasa dependiente 
de serina y es la responsable del clivaje de la poliproteina en la 
region comprendida entre NS3 y NS5; el dominio carboxi-terminal 
actua como RNA-helicasa, permitiendo el desenrollamiento del 
genoma. 

La proteina NS4A (8 kDa), actua como cofactor de NS3, au- 
mentando su actividad. Ademas, mediante la asociacion con NS5A 
desempena un importante rol en la hiperfosforilacion de esta ultima. 

La proteina NS4B (27 kDa) tiene cuatro segmentos transmem- 
brana; estaria involucrada en la formation del complejo replicativo 
asociado a membrana, indispensable para la replication viral. 

La proteina NS5A posee en su region amino-terminal una 
a-helice que pennite la asociacion a membranas celulares. Tam- 
bien se asocia al complejo de replicacion, desempenando un rol 
importante. Puede detectarse como polipeptido de 56 kDa o 58 
kDa, dependiendo del grado de fosforilacion en residuos conserva- 
dos de serina y treonina. 

NS5B es una fosfoproteina de 65 kDa asociada a membrana con 
actividad de RNA polimerasa RNA-dependiente. 

La region 3’ UTR es reconocida por la RNA polimerasa viral. 
Esta compuesta por tres regiones diferentes: una secuencia corta 
no conservada de longitud variable (42-287 bases), una region 
rica en pirimidinas, poli-(U/UC) (20-200 bases) y una secuencia 
de 98 bases denominada 3’X con estructura altamente conservada 
que consta de tres stem loops (estructuras tipo asa-rulo). Tanto la 
segunda como la tercera region serfan esenciales para la infec- 
tividad in vivo del virus. La region homopolimerica poli-(U) 
y la complementaria poli-(A) del intermediario replicativo 
del RNA viral representan los PAMPs (Pathogen-Associated 
Molecular Patterns ) reconocidos por la helicasa celular RIG-1 
(Retinoic acid Inducible Gene-1) que mediante la estimulacion 
del factor transcripcional IRF-3 promueve la sintesis de los inter- 
ferones a y (3, disparando la respuesta inmune innata. 

Todos o la mayoria de los productos de clivaje de la poliproteina 
(en particular NS3-5B) son requeridos para la replicacion del RNA 
viral, mediante la formation de un complejo replicativo asociado a 
membranas intracelulares. La region genomica NS3-NS5B junto a 
las regiones no codificantes del RNA viral constituyen -en sinergis- 
mo con factores celulares- la unidad minima de replicacion del HCV. 

4. Replicacion viral 


Codificada en la region genomica C, la proteina del core es uno 
de los principales constituyentes de la nucleocapside; es sintetizada 


A pesar de que el higado es el principal sitio de replicacion del 
HCV, existen evidencias que documentan la presencia de reservo- 
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Figura 24.5.3. Estructura genomica y proteica del HCV. Un marco abierto de lectura rodeado por dos regiones no co- 
dificantes 5’UTR (untranslated region) y 3’ UTR codifica una poliproteina. Hacia el extremo 5’ del RNA reside el IRES. La 
poliproteina precursora es clivada por proteasas celulares y virales (NS2 y NS3) que permiten la expresion de las proteinas 
no estructurales individuales. La proteina F (tambien denominada ARF o core +1) es generada mediante un cambio de 
marco (Frameshifting) ribosomal. 


rios extra-hepaticos, incluyendo linfocitos de sangre periferica y el 
sistema nervioso central. La participacion de las celulas dendrfticas 
en la patogenesis de la infeccion se encuentra aun en estudio, ya 
que no se ha documentado la produccion de progenie viral en ellas, 
aunque si la presencia del HCV en dicha estirpe celular. 

Las particulas virales interactuan con los receptores de superfi- 
cie especificos y son probablemente internalizadas por endocitosis. 
La molecula CD81 ( human tetraspanin : una molecula que atravie- 
sa cuatro veces la membrana plasmatica) fue inicialmente identifi- 
cada como un receptor para el HCV, al observarse una interaccion 
de alta afinidad con la glicoproteina viral E2. CD81 se expresa en 
una variedad de tipos celulares, incluidos los hepatocitos, lo cual 
no explica el cuasi-circunscripto hepatotropismo del HCV. Por otra 
parte, se han identificado otras moleculas como potenciales candi- 
datas a receptores del virus. Entre ellas, se incluyen las siguientes: 
el receptor para LDL (Low Density Lipoprotein R eceptor, o LDL- 
R), el receptor scavenger SR-BI (Scavenger Receptor class B, tv- 
pe-I), L-SIGN, DC-SIGN, el receptor para asialoglicoproteinas 
y ciertos glicosaminoglicanos (GAG), del tipo heparan-sulfato, 
y la proteina Claudina- (CLDN) 1 (asi como CLDN 6 o 9), un 
componente de la union estrecha intercelular. In vivo, SR-BI se 
localiza en tejidos esteroidogenicos, macrofagos e higado, CD81 
-como se menciono- es ubicua, y CLDN-1 esta presente en multi- 
ples tejidos, aunque se expresa significativamente en el higado. Se 
ha demostrado la formacion de complejos entre CLDN-1 y CD81, 
y entre CLDN-1 y el receptor para LDL 

Se ha sugerido que el virus ingresaria a la celula hepatica luego 
de un contacto inicial con receptores de baja afinidad (como GAG), 
y del LDL-R con moleculas de LDL asociadas al virus, que luego 
posibilitaria la interaccion con otros de alta afinidad, tales como 
CD81 y SR-BI. Ademas dicho ingreso viral estaria facilitado por la 
interaccion del virus con lipoproteinas de alta densidad (HDL) en un 


modo dependiente del receptor scavenger SR-BI (principal receptor 
de las lipoproteinas HDL). Se ha demostrado que CLDN-1 es reque- 
rida en la etapa tardia del ingreso viral a la celula, por lo que actua 
tambien como correceptor, junto a CD81 (Figura 24.5.4). 

La fusion entre la membrana viral y la celular, presumiblemen- 
te gatillada por el bajo pH del compartimiento endocitico, induce la 
liberation del genoma viral en el citoplasma de la celula recien- 
temente infectada. Este genoma desempena multiples roles dentro 
del ciclo de replicacion viral: inicialmente como RNA mensajero 
(mRNA) para la traduccion de la poliproteina viral y posteriormen- 
te como templado para la replicacion del RNA (Figura 24.5.5). 

La traduccion del genoma del HCV depende del IRES y se 
desarrolla en areas cercanas al reticulo endoplasmico rugo- 
so (RER). El IRES se une directa y avidamente a la subunidad 
ribosomal 40S. El complejo IRES-40S luego recluta al factor de 
initiation eucariotico eIF3 y al complejo Met-tRNA-eIF2-GTP 
para fonnar el complejo activo 80S. Una vez iniciada la traduc- 
cion del genoma viral, se produce una poliproteina que es luego 
clivada (evento proteolitico) para original - las 10 proteinas virales 
mencionadas anteriormente. Las proteinas estructurales son proce- 
sadas por peptidasas senal de la celula hospedadora, las que clivan 
las uniones entre C/El, E1/E2, E2/p7 y p7/NS2. El posterior pro- 
cesamiento proteolitico de las proteinas no esbucturales ocurre a 
traves de dos enzimas virales: la autoproteasa NS2-3, que cliva la 
union NS2/3; y la serin-proteasa NS3-4Aque lo hace en los sitios 
restantes ubicados entre NS3-5B. 

La replicacion del RNA del HCV ocurre en asociacion con 
membranas citoplasmicas alteradas. Para que ocurra la replica- 
cion viral, debe formarse un complejo replicativo compuesto por 
proteinas virales y RNA viral asociadas a membranas intracelulares 
alteradas y diversos factores celulares. La formacion de vesiculas 
membranosas que se acumulan hasta constituir una red membranosa 
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Figura 24.5.4. Modelo propuesto para el ingreso del virus hepatitis C (HCV) a los hepatocitos. A partir de la interac- 
tion entre glicoproteinas del virus con receptores de baja afinidad como GAG y el receptor para LDL, con las lipoproteinas 
asociadas al virus se producen sucesivas interacciones con receptores diversos como SR-BI, CD81 y finalmente CLDN-1, 6 
o 9, que facilitan el ingreso por el polo apical del hepatocito mediante la endocitosis mediada por receptor a traves de vesi- 
culas rodeadas de datrina. Luego de la acidification de las mismas, se produce la fusion entre la membrana viral y vesicular 
(endosomas tempranos), con la concomitante liberation del genoma viral al citosol. LDL: lipoproteinas de baja densidad; 

© corpus LDL-R: receptor de LDL; GAG: glicosaminoglicanos; SR-BI: Scavenger Receptor class B, type /; CLDN: Claudina. 

Editorial 


Ciclo de replicacion del HCV 



Figura 24.5.5. Modelo de replicacion viral del virus hepatitis C (HCV). Adaptado de la publication de Rehermann B y 
Nascimbeni M en Nat Rev Immunol 5:215-29, 2005; con permiso de Nature Publishing Group. 
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(membranous web) es inducida por NS4B, probablemente en fornia 
sinergica con NS5A, la cual interactua con factores celulares como 
la protelna VAP-A (Vesicle-associated membrane protein-Associa- 
ted Protein ) y su isoforma VAP-B, as! como de la protelna FBL2 ( F 
Box multiple rich Leucine domains) cuya prenilacion es requerida 
para la replicacion viral. VAP es una proteina localizada en RE / 
Golgi involucrada en el trafico intracelular de vesiculas, e implicada 
en direccionar a las proteinas no estructurales virales hacia mem- 
branas ricas en colesterol, donde ocurre la replicacion del HCV. La 
participation de FBL2 esta relacionada con el metabolismo lipldico 
celular -ya que requiere de eventos de prenilacion-, habiendose ob- 
servado que dicho proceso modula la replicacion viral, al permitir 
la interaccion de FBL2 con NS5A, complejo que es indispensable 
para la replicacion del genoma del HCV, por lo que podrfa ser un 
eventual bianco terapeutico. 

NS5B -presumiblemente en cooperation con proteinas virales 
como NS3/4A y NS5A y factores celulares- se une al extremo 3’ de 
la cadena (+) de RNApara iniciar la sintesis de novo. Las cadenas (-) 
de RNA generadas sirven de templado para la production de cadenas 
(+). Estos RNAs con polaridad de mensajero, pueden ser luego utili- 
zados para la traduction, una nueva ronda de replicacion o ser empa- 
quetados en particulas virales. Se ha observado tambien la generation 
de RNA subgenomicos que requieren cuasiespecies salvajes del HCV 
que coinfecten la misma celula y que actuan como virus ayudador 
(helper) permitiendo la propagation de aquellos. Este fenomeno ocu- 
rre en ciertos individuos que carecen de la presion de seleccion de la 
respuesta inmune especifica anti-HCV. 

La decision molecular de elegir entre la continuation de la 
transcription del RNA viral o la replicacion viral, esta modulada 
por el grado de fosforilacion de NS5A. 

La formation de las particulas virales puede ser iniciada por 
la interaccion de la proteina core con el genoma RNA. La en- 
capsidacion genomica ocurre en el retlculo endoplasmico. Proba- 
blemente, las nucleocapsides virales adquieren su envoltura por 
brotacion a traves de las membranas del reticulo endoplasmico 
y del cis-Golgi (donde maduran). Los viriones son liberados por 
exocitosis a traves de la via secretoria desde la celula al espacio 
pericelular (Figura 24.5.5). 

5. Diversidad, variabilidad genomica 

Y SUS IMPLICANCIAS CLINICO-PATOGENICAS 


La diversidad y la variabilidad genomica del HCV son dos carac- 
teristicas intimamente relacionadas entre si, que contribuyen a la 
evolution viral (Figura 24.5.6). 



Figura 24.5.6. Interrelacion entre variabilidad y diversi- 
dad genetica del virus hepatitis C (HCV). 


En la "2da. Conferencia Internacional de HCV y Virus relacio- 
nados" celebrada en 1994 se propuso una nomenclature consenso 
utilizada hasta la actualidad para grupos (genotipos) y subgrupos 


(subgenotipos o [habitualmente referidos como] subtipos) del 
HCV. De acuerdo a esta nomenclature, este virus es clasificado en 
base al porcentaje de identidad entre secuencias nucleotidicas com- 
pletas de diferentes aislamientos, obteniendose asi la designation 
de genotipos (en numeros arabigos del 1 al 6, segun el orden de 
su descubrimiento) y subtipos (en letras, por orden alfabetico; se 
conocen hasta el presente mas de 70) (Tabla 24.5.1). Este agru- 
pamiento de secuencias nucleotidicas provenientes de individuos 
infectados en diferentes areas geograficas constituye la base de la 
diversidad entre los distintos "aislamientos" del HCV. Tengase en 
cuenta que el termino "aislamiento" aqui utilizado, proviene del 
ingles isolate, aunque no corresponde en un sentido virologico es- 
tricto a una genuina propagation viral en un sustrato celular vivo. 

La diversidad del F1CV exhibe la paradoja de combinar el 
conservacionismo viral que le permite su adaptation a la especie 
humana (con una exitosa transmision inter-hospedador) a pesar de 
mostrar divergencias mayores a un 30% entre genotipos prevalen- 
tes en distintas regiones geograficas, con una fulgurante capacidad 
de adaptation frente a las presiones inmunologicas de seleccion 
creadas en cada infection ocurrida de novo en un nuevo hospeda- 
dor. En otros terminos, el primer evento constituye una contribu- 
tion muy importante a esta diversidad, debido a la ocurrencia de 
cambios nucleotldicos neutrales (evolution neutral segun la teorfa 
de Kimura, es decir, sin alteration del fenotipo), que acaecen como 
resultado de mutaciones al azar que se fijan al no alterar sustanti- 
vamente la "aptitud replicativa" (fitness) viral. Complementaria- 
rnente, existe tambien una adaptabilidad darwiniana, como la 
observada en la envoltura viral frente a la presion de seleccion de 
la respuesta inmune humoral del hospedador. 

A su vez, en un mismo individuo existe una poblacion heteroge- 
nea de secuencias genomicas virales (correspondientes a genomas 
viables), constituidas por una principal (o master sequence) -que 
puede o no ser mayoritaria respecto al total de la poblacion viral-, 
y otras relacionadas, que surgen de la acumulacion de mutaciones 
durante la replicacion viral, como consecuencia de un proceso de 
evolution y seleccion de los genomas. A esta poblacion heterogenea 
de variantes virales en un mismo paciente se la denomina generica- 
mente con el termino de cuasiespecies. Los porcentajes de similitud 
requeridos para la asignacion de tipos y subtipos teniendo en cuenta 
el genoma complete se detallan en la Tabla 24.5.2. 

Se ha sugerido que la existencia de cuasiespecies confiere una 
ventaja para el virus, ya que posibilita la coexistencia de variantes 
multiples que rapidamente generan otras nuevas que contribuyen al 
polimorfismo poblacional, facilitando la emergencia de mutantes 
de escape a anticuerpos neutralizantes y/o linfocitos T citotoxicos 
generados por el sistema inmune del hospedador. Esta aparicion de 
mutantes esta Intimamente relacionada con la ausencia de lecture 
de prueba (proof reading) de la RNA polimerasa viral. La tasa de 
fijacion de mutaciones es de alrededor de 10' 3 a 10' 4 por sitio nu- 
cleotidico por ano de continua replicacion en un paciente dado. 
Esta tasa es variable en distintos individuos infectados y en un mis- 
mo paciente a traves del curso de la infection, acelerandose con el 
progreso de esta. 


Genotipo 

Subtipos 

1 

a, b, c, d, e, f, g, h, i, j, k, 1, m 

2 

a, b, c, d, e, f, g, h, i, k, 1, m, n, o, p, q, r 

3 

a, b, c, d, e, f, g, h, i, k 

4 

a, c, d, e, f, g, h, k, 1, m, n, o, p, q, r, s, t, u 

5 

a 

6 

a, b, d, f, g, h, i, j, k, I, m, n, o, p, q, r, s 


Tabla 24.5.1. Genotipos y subtipos del HCV asignados 
hasta la actualidad. 
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Terminologia 

Definition 

Porcentaje de similitud 
nucleotidica 

Genotipos 

Heterogeneidad genetica entre 
diferentes aislamientos de HCV 

65-69 

Subtipos 

(tambien denominados subgenotipos) 

Aislamientos 

estrechamente relacionados dentro 
de cada genotipo 

77-80 

Cuasiespecies 

Complejo de variantes geneticas 
dentro de aislamientos individuales 

91-99 


Tabla 24.5.2. Terminologia habitualmente utilizada en el estudio de la heterogeneidad genomica del HCV. 


) Corpus 
Editorial 


La tasa de fijacion de mutaciones es equivalente a la del HIV 
(virus RNA con una transcriptasa inversa), y es hasta un millon 
de veces mayor que las DNA polimerasas celulares. Las muta- 
ciones habitualmente observadas consisten en transiciones (una 
base purica o una base pirimidmica reemplazada por otra base 
del mismo grupo). Sin embargo, en la region E2 se detectan muy 
frecuentemente transversiones (cambios de bases puricas por pi- 
rimidinicas o viceversa). 

Teniendo en cuenta que se producen aproximadamente 10 11 - 
10 12 partfculas de HCV por dia (unas 10 - 100 veces mas que lo 
reportado para la infection por HIV; Tabla 24.5.3), es esperable la 
generation de genomas que se adapten mejor a la presion de selec- 
tion de la respuesta inmune o de eventuales terapeuticas instituidas. 

La variabilidad genomica no se distribuye de modo uniforme 
a lo largo del RNA viral, dado que el genoma puede evolutional' 
velozmente in vivo con distintas tasas de fijacion de mutaciones 
en diferentes regiones, siendo la region 5’ UTR la mas conserva- 
da, seguida de la que codifica para el core y protefnas no estruc- 
turales, mientras que -como contrapartida- las regiones E 1 y E2 
exhiben la mayor variabilidad. 

Dentro de la region genomica E2 se ha observado un frag- 
mento de 39 nucleotidos que exhibe gran diversidad entre los 
diferentes aislamientos, a la que se designo region hipervariable 
1 (HVR-1). La evolution genomica de esta region y algunos de 
los consiguientes cambios nucleotidicos no sinonimos (producen 
cambios de aminoacidos) pueden estar asociados al desarrollo de 
mutantes de escape a los anticuerpos neutralizantes y en conse- 
cuencia el establecimiento de infecciones persistentes, ignoran- 
dose si dicha variabilidad es causa o consecuencia de la cronici- 
dad. Estudios de evolution viral realizados en primates documen- 
taron que las mutaciones observadas a traves de anos de infection 
son de naturaleza sinonima en los genes que codifican el core y 
El, aumentando gradualmente. Por el contrario, en este animal 
experimentalmente infectado, las mutaciones que ocurren en la 
region HVR-1 son no sinonimas (Figura 24.5.7) y decrecen con 
el devenir del tiempo de infection. En otros terminos, HVR-1 no 
es genuinamente hipervariable en la poblacion viral de un mismo 
aislamiento a traves del tiempo. En humanos, se ha establecido 
que la variabilidad en la region HVR-1 es promovida funda- 
mentalmente por la presion de selection de la respuesta inmu- 
ne sobre subpoblaciones de cuasiespecies pre-existentes, mas 
que por la acumulacion de mutaciones puntuales. Pacientes que 
exhiben enfermedad hepatica leve exhiben a traves de sus respec- 
tivos cursos de infection una mayor similitud aminoacidica en El 
y HVR-1, que los pacientes con enfermedad grave. 

Hasta la fecha, han sido identificadas algunas recombinantes 
naturales inter-genotipicas: 2k/ lb en San Petersburgo (Rusia), 
2i/6p en Vietnam, 2b/lb en Filipinas, y 2k/5a en Francia; mientras 



Figura 24.5.7. Variabilidad de la envoltura del HCV. Re- 
presentation de la estructura secundaria de la envoltura del 
HCV correspondiente a la proteina E2 de una cepa estudiada 
al cabo de 8,2 anos de infection en un primate. Los puntos 
observados en la imagen de la derecha (b), indican sustitu- 
ciones aminoacidicas respecto a la secuencia initial (a). Una 
significativa proportion de los cambios estan concentrados 
en la portion mas expuesta en la superficie de la proteina, lo 
que le confiere una estructura antigenica diferente. (De: Oka- 
moto efa/, Virology 190: 894-9, 1992) 


que el analisis filogenetico de muestras provenientes de Peru de- 
mostro la existencia de una posible recombinante intra-genotipica 
la/lb. 

6. Patogenesis molecular 

Solamente un 10 - 30% de las infecciones agudas por HCV son re- 
sueltas en esta etapa; la mayoria de los individuos infectados desa- 
rrolla -en ausencia de un tratamiento eficaz- una infection cronica, 
la que es deftnida por la persistencia por mas de 6 meses del RNA 
del HCV en suero. Se cree que tanto factores virales como del hospe- 
dador contribuyen a la incapacidad del sistema inmune para resolver 
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Caracteri'stica 

HBV 

HBV 

HIV 

HCV 

Virus 

(adefovir) 

(lamivudina) 

(ritonavir) 

(interferon alfa) 

Production viral diaria 

2,1 x 10 12 

10 11 

10 10 

1,1-12,7 x 10 11 

Vida media del virus en plasma 

26,4 h. 

14 h. 

5,8 h. 

2, 7-7, 2 h. 

Vida media de las celulas 
infectadas 

11-30 dias 

10-100 dias 

1,6 dias 

2, 4-4, 9 dias 


Tabla 24.5.3. Cuadro comparative entre los virus hepatitis B, HIV y hepatitis C y sus respectivas infecciones. Los valo- 
res mostrados fueron obtenidos al evaluarse el efecto de los tratamientos antivirales indicados entre parentesis. 


1 . Inhibicion de Rapida cinetica 

los mecanismos de replicacion y 6. Generacion de 



Figura 24.5.8. Mecanismos de evasion del virus hepatitis C (HCV) a la respuesta inmune innata y adaptativa del 
hospedador. (Vease la explication en el texto). 


la infeccion inicial conduciendo a una infection cronica. Esta lesion 
persistente puede culminar en una cirrosis al cabo de 10 anos en un 
5-10 % de los pacientes. Eventualmente algunos de estos pacientes 
cirroticos (17% en occidente vs 30% en Japon) pueden progresar 
al HCC al cabo de otros 5 anos de evolution. Tanto la respuesta 
inmune innata como la adaptativa desempenan un rol importante en 
el curso clinico de la infeccion por HCV. 

El conocimiento de la patogenesis molecular de la infeccion 
por HCV es fragmentario aun, dado que: a) el hombre es el unico 
hospedador natural conocido; b) solo existe un modelo animal para 
la infeccion experimental (el chimpance); y c) el HCV no es un 
virus cultivable in vitro. Sin embargo, en los ultimos anos se ha 
desarrollado un sistema de propagation en cultivos celulares (re- 
plicon genomico de HCV) que ha permitido comenzar a dilucidar 
algunos aspectos basicos de la replicacion viral y la patogenesis 
de la infeccion. Sin embargo, los resultados obtenidos in vitro no 
necesariamente pueden extrapolarse a la infeccion natural humana. 

6. 1. Infeccion aguda 

Respuesta inmune innata. Estudios en chimpances infectados ex- 
perimentalmente han demostrado que el HCV induce inicialmente 

una vigorosa respuesta intra-hepatica de IFN tipo I (IFN-a / 


IFN-P) dentro de la primera semana de infeccion. Sin embargo, este 
tipo de respuesta en el higado no se correlaciona con el desenlace 
de la infeccion, ya que aquella es similar tanto en los animales que 
resuelven la infeccion como en los que resultan persistentemente 
infectados. El HCV parecerfa ser resistente a los efectos antivirales 
del IFN tipo I, ya que muy frecuentemente establece una infeccion 
cronica. Mas alia de su funcion, la respuesta inmune intracelular 
innata probablemente tenga un rol en controlar la infeccion, ya 
que el virus ha desarrollado diferentes estrategias para evadir- 
la (Figura 24.5.8). 

El HCV es eficiente tanto para interrumpir la expresion de IFN 
tipo I, como para inhibir sus efectos antivirales. Inicialmente, el vi- 
rus ingresa a los hepatocitos gatillando solo en forma muy limitada 
la actividad de las helicasas RIG-1 (Retinoic Acid Inducible Gene 
1) y MDA-5 (Melanoma Differentiation Associated protein 5). Por 
ello, el HCV evade inicialmente la actividad del factor de trans- 
cription IRF-3 por un "mecanismo pasivo" (Figura 24.5.9). 
Una vez traducido el genoma viral, la serin-proteasa NS3 (junto a 
su cofactor NS4A) cliva proteinas intermediarias de la cascada de 
induction de la expresion del IFN tipo I, como IPS-1 (Interferon 
Promoter Stimulator I, tambien designada CARDIF, MAVS [Mi- 
tochondrial Antiviral Signaling protein], o VISA [Virus Inducing 
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Figura 24.5.9. Mecanismo de inhibicion de la sintesis del Interferon por el virus hepatitis C (HCV). Al menos 3 vlas 
de serialization de IRF-3 (Interferon Regulatory Factor 3\ factor regulatorio del interferon 3) estan afectadas, lo que impide 
la transcripcion del Interferon: la degradation proteolltica de IPS-1 (Interferon Promoter Stimulator 1 , tambien denominada 
CARDIF, MVAS [Mitochondrial Antiviral Signaling protein; protefna mitocondrial de senalizacion antiviral] o VISA [Virus Indu- 
cing Signaling Adaptor; adaptador de la senalizacion inducido por virus]) y de TRIF-I (Toll/IL-1 Receptor domain-containing 
adaptor inducing IFN-a ; Dominio del receptor para Toll/IL-1 que contiene un adaptador inductor de IFN-a), por NS3/4A 
disrumpe la senalizacion promovida por las helicasas RIG-1 (Retinoic Acid Inducible Gene 1\ gen 1 inducible por acido reti- 
noico) y MDA-5 (Melanoma Differentiation Associated protein 5; proteina 5 asociada a la diferenciacion del melanoma) y de 
TLR-3, respectivamente; la interaction de NS3/4Acon TBK (TANK Binding Kinase-1\ quinasa 1 unida a TANK), impide su 
union a IRF-3. La imagen con forma de rayo indica un efecto inhibidor sobre la via de senalizacion. 


Signaling Adaptor]) y TRIF ( Toll/IL-1 Receptor domain-contai- 
ning adaptor inducing IFN-fl), lo cual bloquea la activacion de 
IRF-3 y -por ende- la transcripcion del IFN, a pesar de la li- 
beration de RNA bicatenario durante el ciclo de replication 
viral. Tambien NS3 interactua con otra proteina intermediaria de 
dicha cascada, TBK-l(TANK Binding Kinase- 1), inhibiendo su 
asociacion con IRF-3 y por lo tanto la activacion de este ultimo. 
Asimismo, NS4B tambien contribuye a la inhibicion de la via RIG- 
1 — > IPS-1. Estos son "mecanismos activos" de evasion viral a 
IRF-3. No esta aun definido el grado de contribution del receptor 
extracelular TLR-3 en la via de activacion de IRF-3 durante la in- 
fection por HCV (Figura 24.5.9; vease el capitulo 7 "Mecanismos 
de defensa"). 

Ademas, la proteina viral core interfiere con la via de senali- 
zacion JAK/STAT (activando SOCS-3, un inhibidor de dicha via), 
bloqueando asi la expresion de los genes inducibles por IFN (Fi- 
gura 24.5.10). 

Se han detectado secuencias aminoacidicas especificas dentro 
de la proteina de envoltura E2 y de NS5A que -al igual que la re- 
gion genomica del IRES- inhiben a la PKR. Estos tres elementos 
de regulation negativa de la PKR evitan que dicha quinasa inhiba 
la sintesis de proteinas a traves de la fosforilacion del factor euca- 
riotico de initiation 2a (eIF2a) (Figura 24.5.10). E2 puede funcio- 
nar como un bianco senuelo para la PKR debido a la homologia de 
su secuencia aminoacidica con los sitios de fosforilacion tanto de 
la enzima como de su sustrato, eIF2a. A su vez, NS5A forma un 
heterodimero con la PKR inhibiendo su funcion. Una region de 40 
aminoacidos dentro de NS5A, denominada ISDR (IFN Sensitivi- 
ty Determining Region ), fue correlacionada con la respuesta a la 


terapia con IFN por investigadores japoneses; sin embargo, otros 
grupos de occidente no han observado una conexion entre la sensi- 
bilidad viral al IFN y la denominada ISDR, aunque ello no excluye 
la posibilidad que NS5A desempene algun rol en la inhibicion de 
la elimination viral. 

NS5A tambien interfiere con la via 2’-5’ OAS (oligoademila- 
to sintetasa)/RNAsa L, uniendose a la 2’-5’ OAS. Por otra parte, 
dicha proteina no estructural induce la expresion de IL-8, la cual 
inhibe las acciones antivirales del IFN. 

La region aminoacidica de E2 correspondiente al genotipo 1 
del HCV -relativamente resistente a la terapia con IFN-, inhibe a la 
PKR mas eficientemente que la correspondiente a los genotipos 2 y 
3, los cuales responden mucho mejor a la terapia con IFN. Correla- 
ciones similares fueron reportadas para secuencias de NS5A, pero 
estas estaban limitadas a aislamientos virales de Japon. 

La inhibicion de la actividad de la PKR por el IRES del HCV 
estarfa relacionada a la estructura espacial del RNA viral, que po- 
drfa inhibir por competition el efecto inductor del RNA bicatenario 
(producido durante la replication) sobre dicha enzima. 

Por otra parte, la respuesta inmune inicial en la infection por 
HCV tambien involucra a las celulas dendnticas, macrofagos resi- 
dentes, celulas NK y NKT. Se ha postulado que el HCV ha desarro- 
llado estrategias para evadir a las celulas NK, las cuales desempenan 
un rol importante en la fase temprana de la infection. Estudios ex- 
perimentales demostraron que la proteina recombinante E2 truncada 
produce el entrecruzamiento del receptor CD81 en la superficie de 
las celulas NK inhibiendo su capacidad citotoxica y la production de 
IFN-y. Sin embargo, en contraposition con estos estudios, el grupo 
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Presentacion pepti'dica 
por MHC-I 



Figura 24.5.10. Blancos de accion del virus hepatitis C (HCV) para inhibir diferentes vias de la respuesta antiviral 
o -selectivamente- moleculas efectoras antivirales inducidas por el Interferon. La imagen con forma de rayo indica 
un efecto inhibidor sobre la via de senalizacion. 


de Barbara Rehermann documento subsiguientemente que la fun- 
cion de las celulas NK no esta afectada al promoverse la interaccion 
de las mismas con la protelna E2 cuando forma parte de partlculas 
virales infecciosas, independientemente de la presencia o ausencia 
de anticuerpos que se unen al HCV, y de la presencia o ausencia de 
otras poblaciones celulares de sangre periferica. 

Por otra parte, las celulas NK de pacientes infectados con HCV 
son incapaces de activar adecuadamente a las celulas dendrfticas 
debido a la sobre-expresion del receptor CD94/NKG2A y a la pro- 
duction de IL-10 y TGF-|L Se ha demostrado que los pacientes 
homocigotas para el receptor inhibitorio de las celulas NK KIR- 
2DL3, que -a su vez- exhiben HLA-C1, son mas proclives a la 
recuperacion de la infeccion aguda que aquellos con otro haploti- 
po, sugiriendo que el umbral de activation de las celulas NK serfa 
menor en estos pacientes, favoreciendo la eliminacion viral. 

Respuesta inmune adaptativa. El RNA viral se detecta en el 
suero a los pocos dfas de iniciada la infeccion y el pico de viremia se 
alcanza tipicamente a las 6-10 semanas (Figura 24.5.11). En paralelo, 
ingresan al higado celulas T activadas especificas contra el virus; sin 
embargo, esta respuesta inmune celular esta retrasada por lo menos 
un mes tanto en humanos corno en chimpances. La aparicion de una 
respuesta de celulas T CD4 + y CD8 + especificas para HCV junto con 
la coexpresion de IFN-y en el higado coincide con la disminucion de 
la carga viral y el control transitorio o permanente de la replicacion 
viral. Una falla en dicha respuesta se correlaciona con un patron de 
viremia poco controlado con altos niveles de replicacion viral e infec- 
cion persistente. La resolucion de la infeccion aguda esta asociada a 
una respuesta inmune de celulas T CD4 + tipo Thl vigorosa, sostenida 
y multi-epitope-especifica. Por el contrario, los casos que progresan a 
una hepatitis cronica tienden a tener una respuesta de celulas T CD4 + 
debil, transitoria y restringida hacia un niimero muy circunscripto de 
epitopes especificos. De la misma manera, una respuesta de celulas T 
CD8 + vigorosa, persistente y multi-especifica es observada en la tna- 
yoria de los pacientes que resuelven la infeccion aguda. Todavia no 
se ha dilucidado la razon por la cual la respuesta inmune celular esta 
retrasada varias semanas en la infeccion por HCV, aun en humanos 
(Figura 24.5.11) y chimpances que logran resolver la infeccion. La 


frecuencia de celulas T CD8 + especificas para el HCV es alta durante 
la fase aguda de la infeccion (2 - 8% de celulas T CD8 + en sangre peri- 
ferica), pero disminuye luego de la instauracion de la persistencia viral 
en la infeccion cronica (0,01-1,2%). La expansion en la fase aguda de 
linfocitos T citotoxicos especificos para HCV coincide temporalmente 
con el dano hepatico evidenciado por el aumento de las transaminasas. 

Llamativamente, al comienzo de la infeccion aguda, los linfocitos 
T citotoxicos especificos no son capaces de producir IFN-y ni de pro- 
liferar en respuesta a los antlgenos virales. Estas capacidades pueden 
ser luego recuperadas coincidiendo con la disminucion de la viremia 
y eventual resolucion de la enfennedad hepatica. Esto implica que las 
celulas T CD8 + especificas contribuyen a la eliminacion viral. Elio 
ocurre tanto por mecanismos citolfticos como no citolfticos en el cur- 
so de la infeccion aguda. El mecanismo no citolftico es sugerido por 
la observation de que algunos pacientes resuelven la infeccion aguda 
sin que haya aumento del nivel de las transaminasas, aunque tam- 
bien es posible que en estos pacientes esten infectados relativamente 
pocos hepatocitos, lo que limitaria la extension del dano hepatico 
mediado por los linfocitos T citotoxicos. 

Si bien la ictericia -atribuible a un dano hepatico mediado 
por celulas T citotoxicas- es raramente observada en la infeccion 
aguda por HCV, se ha establecido que los pacientes sintomaticos 
tienen mayor probabilidad de recuperacion que los individuos in- 
fectados en forma asintomatica. 

Los anticuerpos especificos para el HCV son detectados en 
suero luego de la aparicion de la respuesta inmune celular, aproxi- 
madamente 2 meses luego de la infeccion (Figura 24.5.11). Sin 
embargo, en algunos casos pueden detectarse mas tardiamente o 
no detectarse. En ciertos individuos inmunosuprimidos o con de- 
fectos selectivos en la respuesta anti-HCV que exhiben ausencia 
de anticuerpos anti-HCV (individuos sero-silentes; vease el item 
6.3: Infeccion oculta) y elevada viremia, se generan RNAs subge- 
nomicos con deleciones de tal magnitud, que requieren cuasiespe- 
cies salvajes del HCV que coinfecten la misma celula y que actuen 
como virus ayudadores para permitir su propagation. 

Todavia no se ha establecido si los anticuerpos pueden neutra- 
lizar la infectividad del virus. En un estudio realizado con chirn- 
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Figura 24.5.11. Respuesta inmune adaptativa en la infeccion aguda por virus hepatitis C (HCV). Por razones descono- 
cidas, dicha respuesta es indetectable antes de las 6-8 semanas, a pesar de la significativa replicacion viral, que se traduce 
en elevados niveles de viremia. 


) Corpus 
Editorial 


pances experimentalmente inoculados, la infectividad del HCV fue 
neutralizada por tratamiento in vitro con anticuerpos especlficos 
contra las glicoprotelnas de envoltura (Ely E2). Sin embargo, el 
rol de los anticuerpos en la proteccion ha sido cuestionado, ya que 
no previenen la reinfeccion en chimpances o humanos que resol- 
vieron la infeccion aguda. Es mas, la resolution de la infeccion 
puede ocurrir sin el desarrollo de anticuerpos especlficos en am- 
bos hospedadores, evidenciando que la inmunidad humoral no se 
correlaciona inequfvocamente con un desenlace favorable de la 
infeccion. 


Estudios en pacientes que resolvieron la infeccion revelaron 
que los tftulos de anticuerpos especlficos contra el virus declinan y 
pueden desaparecer completamente al cabo de 10-20 anos (serorre- 
version), mientras que la respuesta celular CD4 + y CD8 + especifica 
persiste aun varias decadas despues. 

Todavla no se ha esclarecido si existe o no una inmunidad 
protectora contra el HCV en los casos humanos autolimitados. 
Multiples episodios de hepatitis C aguda reportados en ninos ta- 
lasemicos politransfundidos y reinfecciones en chimpances que 
previamente habfan resuelto la infeccion sugieren que una inmu- 
nidad completamente protectora no existiria para el HCV. Sin 
embargo, tambien existen evidencias que indicarian lo contrario. 
A pesar de que los chimpances recuperados de la infeccion por 
HCV y desafiados nuevamente con el virus fiieron susceptibles a 
la reinfeccion, se observo una marcada reduction en la duration 
y el nivel maximo de la viremia, y un curso atenuado de la infec- 
cion sin evidencia de enfermedad hepatica. Estudios experimen- 
tales en dichos primates documentaron tambien que la deplecion 
in vivo de celulas T CD8 + antes de un tercer desaffo viral resulta 
en una viremia prolongada, la cual solo es controlada cuando las 
celulas T CD8 + reaparecen en el higado. La deplecion in vivo de 
celulas CD4 + en un experimento paralelo tambien resulto en per- 
sistencia viral, estableciendo la necesidad de esta poblacion para 
la cooperation con las CD8 + . En conjunto, estos estudios eviden- 
cian el rol crucial que desempenan las celulas T CD4 + y CD8 + 
de memoria en la prevention de la infeccion persistente por 


HCV. Estudios en usuarios de drogas ilfcitas por via endoveno- 
sa demostraron que el riesgo de viremia es rnenor en individuos 
que previamente habian eliminado el virus respecto de aquellos 
que no tenfan evidencia de infeccion previa. Estas observaciones 
apoyan la hipotesis que sugiere la existencia de una inmunidad 
protectora contra el HCV en humanos, enfatizando el rol de las 
celulas T de memoria. 

En la etapa aguda, los individuos infectados con HCV exhi- 
ben una significativa expresion de PD-1 en los LT CD8 + (vease el 
capftulo 7 "Mecanismos de defensa"). Aquellos que autolimitan la 
infeccion, muestran una diminution de dicha molecula recepto- 
ra con aumento concomitante de la production de IFN-y. Por el 
contrario, aquellos que evolucionan hacia la persistencia viral, los 
niveles de PD-1 se mantienen elevados, con lo cual se favorece el 
agotamiento de la respuesta citotoxica, a traves de la interaction 
con el ligando PD-L1 expresado tanto por los hepatocitos infecta- 
dos como por las celulas presentadoras de antlgeno. La expresion 
de PD-1 es estimulada por la IL-10 producida por diversas estirpes 
celulares (como por ejemplo, las celulas de Kiipffer, y ciertas sub- 
poblaciones de linfocitos). 

6 . 2 . iNFECCldN CRONICA 

Las celulas T CD8 + especificas pueden estar presentes durante anos 
/ decadas en un higado cronicamente infectado. Dichas celulas po- 
drian -al menos en parte- controlar la replicacion viral y/o -para- 
dojicamente- contribuir a la progresion de la enfermedad hepatica. 
Han sido reportados resultados contrapuestos respecto a la rela- 
cion entre linfocitos T citotoxicos (CTLs) intrahepaticos y car- 
ga viral; es por ello que aun no se ha establecido definitivamen- 
te el rol de estas celulas en el control de la replicacion viral en 
la hepatitis C cronica. A pesar de que los CTLs especlficos para el 
virus estan concentrados en el higado en la infeccion cronica, tam- 
poco han sido inequfvocamente correlacionados con la severidad 
de la enfermedad. Algunos estudios han documentado una asocia- 
cion entre transaminasas elevadas e infiltracion hepatica de celulas 
T CD8 + , pero es posible que solo una fraccion minoritaria del infil- 


514 


VIROLOGIA MEDICA / Guadalupe Carballal - Jose Oubina 


trado sea HCV-especlfico y/o que su espectro de especificidad anti- 
genica fuere restringido a unos pocos epitopes virales. Los niveles 
aumentados de mRNA de citoquinas pro-inflamatorias intrahepa- 
ticas han sido correlacionados con la severidad de la inflamacion 
portal y la fibrosis hepatica. Sin embargo, no se ha establecido si 
la principal fuente de citoquinas pro-inflamatorias (como el IFN-y) 
en la hepatitis C cronica corresponde a los linfocitos especificos 
que infiltran el higado, ya que en dicha enfermedad otros LT CD8 + 
bystander ("testigos inocentes" de la infeccion) estan presentes por 
reclutamiento y/o atrapamiento en el higado y contribuirlan al dano 
tisular, al igual que otros tipos de celulas inflamatorias. 

Un rol decisivo de la IL-10 en el desenlace de la infeccion por 
HCV fue demostrado recientemente al observarse que el genotipo 
1082GG del promotor de IL-10 (asociado a la alta produccion de 
dicha citoquina) esta frecuentemente presente en mujeres que ex- 
hiben alta carga viral con un bajo score de dano histopatologico 
(ausencia de cirrosis). Por el contrario, el genotipo del promotor de 
IL-10 asociado a baj a produccion de esta citoquina, esta frecuente- 
mente presente en individuos con baja carga viral y lesion cirrotica. 

Al margen de que la patogenesis molecular de la infeccion cro- 
nica por HCV dista de ser comprendida en su totalidad, es evidente 
que la respuesta inmune citotoxica del hospedador enfrenta el 
dilema de promover un dano hlstico importante que puede li- 
mitar la infeccion o -por el contrario- atenuar dicha respuesta 
mediante una atmosfera local predominantemente regulada 
por IL-10 que evita la injuria tisular prominente, pero no pue- 
de erradicar la infeccion. Las celulas Treg podrian desempenar 
un rol en la modulacion del dano hepatico mediado por la respuesta 
inmune. (Tabla 24.5.4) 

Se ha establecido que el genotipo 3 del HCV esta asociado 
per se a la genesis de la esteatosis de origen exclusivamente viral, 
relacionada con un mayor nivel de copias de RNA (-) del HCV 
en el citoplasma celular (indicador de la replication viral), lo que 
promueve dicho efecto citopatico directo. Esta enfermedad puede 


Escasez de linfocitos T citotoxicos (CTLs) CD8 + 
especificos para epitopes de HCV en el higado 

Anergia funcional de los CTLs CD8 + asociada a un 
fenotipo inmaduro 

Menor capacidad proliferativa y funcional de los linfocitos 
T asociada a la interaccion del corede HCV con el 
receptor gCIqR 

Agotamiento de los CTLs CD8 + asociado a la interaccion 
PD-1 / PD-1 ligando 

Baja avidez de los receptores T de CTLs CD8 + por 
epitopes de HCV 

Regulation de la actividad de CTLs CD8 + por linfocitos T 
reguladores (Treg) Foxp3 + 

CTLs CD8 + testigos daninos que no eliminan la infeccion 
pero potencian la lesion tisular 

Altos niveles de IL-10 producida por las celulas de 
Kiipffer, celulas dendriticas, CD4 + Th1 y Th2, CD8 + y Trl 


Tabla 24.5.4. Factores asociados a la infeccion cronica 
por virus hepatitis C. 


tambien observarse en pacientes con hepatitis C, asociada a facto- 
res del hospedador (consumo de alcohol, sobrepeso, dislipidemia 
y diabetes). La esteatosis se observa aproximadamente en un 55% 
de los enfermos con hepatitis C, y en el 20-30% de la poblacion 
general adulta de occidente. Un 40% de los pacientes no diabeticos 
con sobrepeso infectados con el genotipo 3 del HCV exhiben es- 
teatosis moderada a severa, comparado con un 10-15% de aquellos 
infectados con los genotipos 16 4. 



Figura 24.5.12. Via de senalizacion de la insulina y blancos de action de los inhibidores inducidos durante la infec- 
cion por virus hepatitis C (HCV) que promueven insulino-resistencia. (Vease el texto). IRS: ( Insulin Receptor Substrate: 
sustrato del receptor de Insulina); SOCS ( Suppressor of cytokine Signaling: supresor de la senalizacion de citoquinas); Pl- 
3K: fosfatidil inositol 3 quinasa; Akt: serina-treonina quinasa celular (homologa a la descubierta en timomas de ratones AKR) 
tambien denominada PKB (proteina quinasa B); GLUT-4: ( Glucose transporter 4: Transportador 4 de glucosa). La imagen 
con aspecto de rayo indica un efecto inhibidor sobre la via de senalizacion. 
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La patogenesis de la esteatosis por HCV no ha sido totalmente 
dilucidada. Se postulan dos mecanismos (no excluyentes entre si): 
uno vinculado a un efecto directo viral producido por la protema 
core sobre el metabolismo lipldico, y el otro asociado a la insulino- 
resistencia (Figura 24.5.12). 

La protema core del HCY promueve la esteatosis mediante 

la inhibition de una protema microsomal de transferencia de 
trigliceridos; dicha esteatosis induce insulino-resistencia. Tam- 
bien se ha demostrado que la protema core del HCV promueve el 
estres oxidativo mitocondrlal, lo cual contribuye a la acumula- 
cion lipldica intracelular. 

Como se menciono anteriormente, la resistencia a la insulina 
es el otro principal mecanismo que contribuye a la genesis de la 
esteatosis. El HCV promueve dicha resistencia, la que -a su vez- 
induce resistencia al Interferon. El mecanismo de production de la 
insulino-resistencia esta asociado a la production aumentada de 
TNF-a junto a la del supresor de la serialization de citoquinas 
(en ingles, SOCS)-3 (Figuras 24.5.12 y 24.5.13). 

Ambos eventos inhiben la fosforilacion de la fosfatidil inositol 
3-quinasa (PI3K) y de su principal bianco, Akt (una serina/treonina 
quinasa celular antiapoptotica, homologa a la descubierta en tirno- 
mas de ratones AKR). La fosforilacion de ambas es imprescindible 
para promover la mayorfa de los efectos metabolicos de la insulina. 
Tanto el HCV como el TNF-a (producido en respuesta a la infec- 
tion por HCV) disminuyen la fosforilacion de residuos de tiro- 
sina (impidiendo el evento activador) de IRS ( Insulin Receptor 
Substrate, sustrato del receptor de insulina) 1 y 2 al aumentar la 
actividad de SOCS-3, que -a su vez- degrada el receptor para 
insulina (una tirosina quinasa). El core del HCV ademas promueve 
a traves de la MAP quinasa JNK ( Jim N-terminal Kinase, Jun N- 
Terminal quinasa) un evento de fosforilacion de residuos de serina 
de IRS-1, lo que tambien regula negativamente la activation de 
este. Asimismo, se ha postulado que el core del HCV promueve 
la degradation proteasomica de IRS-1 e IRS-2 por mecanismos 


mediados por SOCS-3. Tanto el HCV como el TNF-a tambien 
inhiben la via de serialization de la insulina, lo que impide el 
traslado a la membrana citoplasmatica del transportador de glu- 
cosa 4 (GLUT-4), lo cual evita la captation celular de glucosa, au- 
mentando la glucemia e insulinemia (resistencia a la insulina). 
La insulino-resistencia ha sido asociada a la elevada carga viral ob- 
servada en ciertos pacientes con hepatitis C cronica, a los genotipos 
1 y 4, asi como -independientemente- a la fibrosis. 

El TNF-a a su vez, disminuye la expresion del factor de 
transcription PPAR-y ( Peroxisome Proliferator Activated Re- 
ceptor; receptor del factor activado de proliferation de peroxi- 
somas), lo que disminuye la sensibilidad a la insulina. PPAR-y 
pertenece a la superfamilia de receptores nucleares que actuan 
como factores de transcription activados por ligandos; participa 
en la detection de acidos grasos, a los que se le adjudica un rol 
importante en el smdrome metabolico. Se ha documentado que 
el core del genotipo 3a de HCV difiere del lb en el mecanismo 
utilizado para promover la esteatosis: el primero lo hace mediante 
la degradation de IRS-1 por sobreexpresion de SOCS-7 y dimi- 
nution de PPAR-y, mientras que el genotipo lb, lo hace por au- 
mento de la actividad de la serina-quinasa mTOR (mammalian 
Tareet Of Rapamycin; bianco de la Rapamicina en mamiferos) 
(Figura 24.5. 13). 

La insulino-resistencia es relevante tambien por la posible 
evolution a la fibrosis y por la falta de respuesta al tratamiento 
con PEG-Interferon mas ribavirina. Dado que la cirrosis pro- 
mueve resistencia a la insulina, se habia asociado inicialmente a 
dicha enfermedad con la diabetes tipo 2. Sin embargo, su preva- 
lence es diferente entre la cirrosis causada por HBV respecto a la 
producida por HCV (9,4% versus 23,6%). Elio sugiere que el HCV 
per se promueve la insulino-resistencia y predispone al disparo 
de la diabetes tipo 2. El HCV se correlaciona en un modo dosis- 
dependiente con la resistencia a la insulina, independientemen- 
te de la superficie de tejido adiposo corporal. La esteatosis esta 



Figura 24.5.13. Patogenesis de la esteatosis y la insulino-resistencia asociadas a la infeccion por virus hepatitis C 
(HCV). (Vease el texto). TG: trigliceridos; IRS: ( Insulin Receptor Substrate: sustrato del receptor de Insulina); SOCS ( Sup- 
pressor of cytokine Signaling: supresor de la serialization de citoquinas); GLUT-4: ( Glucose transporter 4: Transportador 
4 de glucosa); PPAR-y: ( Peroxisome Proliferator Activated Receptor-y: receptor y del factor activado de proliferation de 
peroxisomas). 
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asociada a la perturbation de la cascada de serialization del 
Interferon, asi como a la disminucion de la expresion de sus re- 
ceptores. La hiperinsulinemia, la obesidad central, la hipertension, 
el aumento de los trigliceridos y del LDL-colesterol en sangre, con 
o sin hiperglucemia, componen el slndrome metabolico (tambien 
denominado slndrome X). La hiperinsulinemia interfiere con la 
cascada de serialization del Interferon mediante la activation de 
SOCS-1 y -3 que inhiben la fosforilacion de STAT-1, evitando asi 
su translocation nuclear, lo que -de ocurrir- permitiria expresar 
genes activados por el Interferon. Dado que SOCS-1 y -3 son mo- 
leculas inhibidoras de la via JAK/STAT y -a su vez- son inducidas 
por estas, se establece un circuito de retroalimentacion negativa. 
El core del HCV y el TNF-a tambien promueven la activation de 
SOCS-3. Esto sugiere que ciertas SOCS podrian ser un bianco te- 
rapeutico para mejorar la respuesta al tratamiento con Interferon en 
pacientes con hepatitis C que exhiben insulino-resistencia (Figura 
24.5.12). 

Evasion a la respuesta inmune y persistencia viral. En la 

figura 24.5.8 se mencionan las principals estrategias que utiliza el 
HCV para evadir la respuesta inmune, lo cual se asocia a la infec- 
tion persistente. 

Como se menciono anteriormente, el control de la replication 
viral esta asociado a una respuesta inicial de celulas T CD4 + y 
CD8 + vigorosa, sostenida y multi-epitope-especifica. Una falla 
en la induction o el agotamiento de dicha respuesta predice la 
persistencia viral. El mecanismo responsable de este fenomeno 
no ha sido definido aun. Se ha sugerido que la presentation an- 
tigenica por parte de las celulas dendriticas (CDs) y macrofagos 
podrla estar afectada en la infection por HCV. Existen eviden- 
ces que sugieren que las celulas dendriticas pueden estar infec- 
tadas con el virus. En la infection cronica, la diferenciacion y 
maduracion de ciertas subpoblaciones de CDs esta alterada por 
una production aumentada de IL-10 y disminuida de IL-12 por 
parte de estas celulas, las cuales ademas exhiben una capacidad 
disminuida de inducir la proliferation de celulas T. Esta pobre 
capacidad estimulatoria de las CDs posiblemente es causada por 
el efecto inmunomodulatorio de ciertas protelnas virales como 
core y NS3. Tambien se ha reportado que las proteinas virales 
NS3 y NS4 alteran la production de citoquinas de los monocitos, 
as! como su maduracion a CDs. Si bien estos reportes indican que 
la funcion presentadora de antlgenos en las CDs estarfa alterada 
por las protelnas del HCV, se desconoce el mecanismo exacto. 
Con el advenimiento de las tecnicas de estudio celular ex vivo, 
fue posible documentar una disminucion cuantitativa de las CDs 
mieloides y plasmocitoides en sangre periferica de individuos in- 
fectados con HCV. Sin embargo, es motivo aun de controversia 
si existe tambien una disfuncion cualitativa. Recientemente, se 
ha observado que las CDs plasmocitoides estan funcionalmente 
afectadas por HCV (obtenido de cultivos celulares) para producir 
IFN tipo I. Dicha inhibition es probablemente dependiente del 
TLR-9, y no requiere la infection celular. Por el contrario, las 
CDs mieloides no exhiben alteraciones en su maduracion, ni en 
la production de IL-6, IL-10, IFN-y o TNF-a. La limitada pro- 
duction de IFN tipo I en el hlgado por las CDs plasmocitoides 
alcanza para producir una discreta activation de los genes ISG 
(Interferon Stimulated Gene ) dependientes de su estimulo. Se ha 
observado una baja cuantia de hepatocitos (2-18%) que expre- 
san IRF-3 nuclear (isoforma activa) en biopsias hepaticas de una 
minorla de pacientes con hepatitis C cronica, no detectandose la 
proteasa NS3 en dichas celulas, lo que sugiere la participation 
de dicho factor transcriptional en el intento por controlar la in- 
fection. Sin embargo, este mecanismo es ineficaz para eliminar 
el HCV, como lo demuestra la frecuente detection de NS3 en 
ausencia de IRF-3 en un significative numero de hepatocitos de 
la mayoria de los pacientes con hepatitis C cronica (vease el me- 
canismo subyacente en el item 6.1). 

Una explication para el agotamiento de las celulas T podrla 
ser la deletion de celulas T especlficas en presencia de una car- 
ga viral continua. Estudios recientes sugieren que la via mediada 


por PD-1 / PD-1 ligando desempena un rol en el agotamiento de las 
celulas T, ya que el receptor PD-1 esta sobre-expresado en las celu- 
las T CD8 + especificas en la infection persistente, lo cual impide su 
apropiada activation (vease el Capitulo 8, Figura. 8. 7). 

Otro posible mecanismo es la anergia funcional de las celu- 
las T especlficas. La disfuncion de las celulas T CD8 + ocurre tanto 
en la fase aguda como cronica de la infection. De hecho, las celulas 
T CD8 + pueden tener afectada su capacidad proliferativa y citotoxi- 
ca, as! como su habilidad para secretar TNF-a e IFN-y luego de la 
estimulacion antigenica ( stunned phenotype o fenotipo "aturdido" 
o funcionalmente anergico). Esta disfuncion en las celulas T fue 
observada en el curso temprano de la infection aguda de los pa- 
cientes, mas alia del desenlace de la infection. En los pacientes con 
una infection autolimitada, la recuperation de las funciones de las 
celulas T CD8 + fue temporalmente asociada a la declination de la 
viremia y a la resolution de la enfermedad. Por el contrario, la fun- 
cionalidad de estas celulas permanecio suprimida en los pacientes 
que progresaron a una infection cronica. Este impedimento en las 
funciones efectoras de las celulas T CD8 + especificas esta asociado 
a un fenotipo de diferenciacion inmaduro, donde la mayoria son 
CD28 + y/o CD27 + indicando que permanecen en un estadio tem- 
prano de diferenciacion. 

Se podrfa especular que los diferentes mecanismos vinculados 
con la falla de las celulas T CD8 + son el resultado directo de una 
respuesta debil y disfuncional por parte de las celulas T CD4 + que 
es comun en las infecciones persistentes por HCV. 

Hay evidencias que sugieren un rol importante de las celulas 
T regulatorias CD4 + CD25 + en la supresion de la funcionali- 
dad de las celulas T CD8 + especlficas. Estas celulas regulatorias 
estan aumentadas en la infection cronica, e inhiben la production 
de IFN-y y la proliferation de las celulas T CD8 + especificas, ya 
sea secretando IL-10 (subpoblacion Foxp3‘ o tambien denominada 
Trl), o bien a traves del contacto directo (subpoblacion Foxp3 + ). 
Tambien se ha demostrado la presencia en el hlgado infectado de 
celulas T regulatorias CD8 + CCR7 que tambien secretan IL-10 in- 
hibiendo la funcionalidad de las celulas T CD8 + especificas. 

Asimismo, se demostro que la protelna core del HCV se une 
al dominio globular del receptor del componente del comple- 
mento Clq (gClqR) en las celulas T, lo que se asocia a la dismi- 
nucion de su proliferation y de la production de IFN-y e IL-2. 

Una de las principales estrategias de evasion del HCV consiste 
en la emergencia de mutaciones de escape a la respuesta inmune 
adaptativa. La alta tasa de replication viral (hasta 10 12 partlculas 
virales por dia) asociada a la falta de lectura de prueba de la poli- 
rnerasa viral contribuye a la rapida generation de cuasiespecies, las 
que se adaptan a la presion de selection ejercida por la respuesta 
inmune humoral y celular. De hecho, han sido descriptos cambios 
en la secuencia de la region hipervariable 1 de la glicoproteina de 
envoltura E2 (el principal bianco de la respuesta de anticuerpos) 
durante la seroconversion en la infection aguda, los que han sido 
relacionados con el desenlace de la infection. En otros terminos, la 
mayor diversidad de cuasiespecies durante la infection aguda 
es un elemento predictivo de evolution hacia la persistencia; 
por el contrario, un espectro restringido de variantes virales en la 
etapa aguda favorece la autolimitation de la infection. 

Tambien se han observado sustituciones aminoacidicas en 
epitopes T, que inhiben el reconocimiento por parte de las celulas 
T en pacientes cronicamente infectados. 

En contraposition con quienes eliminan la infection mediante 
la selection y sobrevida de LT CD8 + con TCRs de alta avidez (lo 
cual promueve una adecuada production de IFN-y), se ha docu- 
mentado en individuos cronicamente infectados la proliferation de 
linfocitos T CD8 + con un TCR de baja avidez para epitopes del 
HCV. 

Carcinogenesis hepatica. Como en la mayoria de los distintos 
tipos de cancer, la hepatocarcinogenesis es un proceso complejo 
multifactorial que incluye diferentes alteraciones geneticas que 
conducen finalmente a la transformation maligna del hepatocito. 
El HCV, por modulation directa de ciertas vlas de transduction de 
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senates puede promover dicha transformacion al cabo de un pe- 
rfodo de muchos anos de infeccion. Se ignoran las razones por las 
cuales solo un porcentaje minoritario de pacientes cronicamente 
infectados (y aun con cirrosis) evoluciona hacia el HCC. 

El HCV -a diferencia del HBV- no se integra al genoma del 
hospedador. Sin embargo, las protemas del HCV interactuan con 
protemas celulares involucradas en un arnplio rango de activida- 
des, tales como la senalizacion celular, la regulacion transcripcio- 
nal y traduccional, la proliferacion celular, la apoptosis, la reorga- 
nization de membranas y el trafico vesicular. 

Algunas de las protemas del HCV como core, E2, NS3 y 
NS5A, exhiben un importante rol en la alteration de las distin- 
tas vias de senalizacion intracelular potencialmente oncogenicas. 
Algunas protemas del virus promueven tambien estres oxidativo, 
el que contribuiria a la transformacion de las celulas infectadas al 
dafiar al DNA celular. 

A continuation se detallaran algunos de los efectos que pro- 
mueven las protemas mencionadas anteriormente sobre la celula 
hospedadora. 

La proteina del core del HCV induce el estres oxidativo del 
RE y la generation de especies reactivas de oxigeno (ROS) en la 
mitocondria, lo cual podria coadyuvar a la carcinogenesis. El efec- 
to de la expresion de la proteina del core en la apoptosis no ha 
sido definitivamente establecido, ya que se han publicado estudios 
con resultados opuestos. Asi, por una parte, se ha postulado que la 
proteina del core inhibe la apoptosis in vitro mediada por TNF-a 
a traves de un mecanismo que involucra interacciones con su re- 
ceptor. El TNF-a es la principal citoquina pro-inflamatoria secre- 
tada por macrofagos y LT activados. Ademas, el TNF-a estimula 
la apoptosis mediada por FAS facilitando la elimination de celulas 
infectadas. Por lo tanto, el bloqueo de la senalizacion mediada por 
TNF-a podria resultar en la sobrevida de los hepatocitos infecta- 
dos, lo que facilitaria la persistencia de la infeccion. Sin embargo, 
otros estudios realizados en pacientes indican que la proteina del 
core aumenta la apoptosis inducida por TNF-a. Por otra parte, la 
proteina core se une a las protemas supresoras de tumores p53, p73 
y pRb, lo cual sugiere su participation en la regulacion del ciclo ce- 
lular. Dado que p53 y p73 promueven la apoptosis incrementando 
la expresion de p21 WAF1 (un inhibidor de quinasas dependiente de 
ciclinas [CDKs]), un efecto inhibidor de la proteina core en dicha 
via implica un efecto anti-apoptoitico. Por otra parte, ha sido repor- 
tado que la proteina core del HCV activa la via de senalizacion de 
las MAPK, promoviendo la proliferacion celular de celulas quies- 
centes. Core ha sido implicada en la activation de la via Wnt/p- 
catenina, induciendo tambien la proliferacion celular. Por ultimo, 
la proteina del core podria tener una funcion dual en el sistema 
TGF-p, dependiendo de la fase de la enfermedad. En un estadio 
temprano de infeccion, el core podria contribuir al desarrollo de 
la fibrosis por aumento en la sintesis de TGF-P que estimula a las 
celulas de Ito para producir matriz extracelular, y luego, despues de 
un prolongado periodo de fibrosis e inflamacion la misma proteina 
viral puede contribuir a la transformacion celular por inhibition de 
las vias anti-proliferativas dependientes de TGF-p. 

Ensayos in vitro demostraron que la proteina de envoltura E2 
interfiere con la funcion antiviral del IFN mediante inhibition de 
la PKR. Ademas, como se menciono anteriormente, E2 interactua 
especificamente con CD81, ejerciendo asi un efecto inhibitorio so- 
bre la activation de celulas T y NK (aunque con esta poblacion, 
la inhibition observada in vitro no fue documentada in vivo en el 
primer estudio que la investigo). La interaction de E2 con CD81 
y con LDLR en la superficie celular, activa la via de senalizacion 
MAPK/ERK, contribuyendo tambien a la proliferacion y sobrevi- 
da celular. Finalmente, E2 es capaz de inhibir la liberation desde 
la mitocondria del citocromo C, uno de los eventos claves en la 
induction de la apoptosis por la via intrfnseca. 

Por otra parte, NS3 interacciona con p53 reprimiendo de esta 
manera la transcription de p21 WAF1 , lo que resulta (como se men- 
ciono para core) en la proliferacion y sobrevida celular. Ademas, 
modula varias cascadas de transduction de senales, como las que 


involucran a la PKA y la PKC, lo cual tiene un efecto transformador 
potencial. Interactua con la primera, inhibiendo su capacidad de tras- 
locarse al nucleo y catalizar la fosforilacion de diversas protemas. 
Con respecto a la PKC, NS3 posee secuencias aminoacidicas que 
pueden servir como sustratos senuelos para la fosforilacion por dicha 
quinasa produciendo una inhibition (por competition con los sustra- 
tos celulares fisiologicos) de esta via de senalizacion. 

Finalmente, NS5A esta implicada tanto en la modulation de la 
via de transduction de senales citoplasmaticas como de la maquina- 
ria transcriptional de la celula. Cuando esta proteina se encuentra 
en su forma intacta (previa al clivaje por caspasas o calpainas) se 
localiza en el citoplasma celular principalmente unida a membra- 
nas y a gotas lipidicas. Una vez clivada, expone su serial de loca- 
lization nuclear, lo que le permite translocarse al nucleo y actuar 
como factor de transcription. Ademas, la proteina NS5A se une a 
p53. Dicho heterodlmero colocaliza en la region perinuclear, provo- 
cando la inhibition tanto de la transactivacion transcriptional, como 
de la apoptosis inducidas por p53. La interaction con p53 reduce 
tambien (como core y NS3) la expresion de p21 WAF1 promoviendo 
as! la proliferacion celular. La modulation del crecimiento celular y 
la diferenciacion se ve influenciada por la interaction de NS5Acon 
dos protemas: Grb2 (proteina adaptadora asociada al receptor de 
factores de crecimiento e involucrada en la via de activation de ERK 
[ Extracellular signal Regulated Kinase ; quinasa regulada por serial 
extracelular ]) y CDK2 (proteina que regula el ciclo celular). Se ha 
demostrado que NS5A inhibe la apoptosis inducida por TNF-a, me- 
diante su interaction con las protemas adaptadoras del receptor ho- 
monimo, denominadas TRADD y TRAF2. Ademas, NS5A se une a 
Bax (proteina pro-apoptotica de la familia Bcl-2), lo que contribuye 
tambien al efecto general anti-apoptotico. La via de la fosfatidil-ino- 
sitol-3 quinasa (PI3K) que promueve la sobrevida celular es tambien 
activada por NS5A, mediante la activation de Akt que inactiva me- 
diante fosforilacion las protemas pro-apoptoticas Bad, caspasa 9 y 
p2 1 WAF1 . Por ultimo, NS5A altera los niveles intracelulares de calcio, 
induce la formation de ROS y la activation de STAT-3 y NF-kB. 
El estres oxidativo promueve la activation de vias de senalizacion 
intracelular de las MAPKs. NF-kB es un factor transcriptional que 
entre sus multiples blancos regula la expresion de algunas citoqui- 
nas, y aumenta la expresion de protemas inhibidoras de la apoptosis 
como las LAP {Inhibitory Apoptosis Protein ; proteina inhibidora de 
la apoptosis). El rol que STAT-3 puede desempenar en la patogene- 
sis mediada por HCV aun no se ha establecido, aunque se ha postula- 
do que la activation de la misma serla otro mecanismo de promotion 
de la sobrevida de las celulas infectadas. 

6.3. iNFECCldN OCULTA 

En 2004 se documento por primera vez la infeccion oculta por 
HCV mediante la detection del RNA viral en hlgado de individuos 
con niveles persistentemente elevados de transaminasas sericas por 
causas desconocidas, en ausencia de anticuerpos circulantes espe- 
cificos y de genomas del HCV en plasma. Un importante porcen- 
taje de estos individuos exhibe replication en linfo-mononucleares 
de sangre periferica, por lo cual su sangre es potencialmente in- 
fecciosa. Estudios iniciales sugieren que estos individuos exhiben 
un cuadro clinico mas leve que quienes padecen hepatitis cronica. 
La infeccion oculta, se ha reportado subsiguientemente tambien en 
pacientes que exhiben serologia positiva para HCV y ausencia de 
RNA viral plasmatico con niveles persistentemente nonnales de 
transaminasas. Estos resultados implican la preocupante posibili- 
dad de que exista un porcentaje de individuos considerados res- 
pondedores sostenidos desde el punto de vista virologico (el RNA 
del HCV plasmatico continua indetectable al cabo de 6 meses de 
finalizado el tratamiento antiviral) que en realidad desarrollan una 
infeccion oculta. En 2007 se demostro que es posible detectar una 
muy baja carga de RNA del HCV en el plasma de pacientes con 
infeccion oculta, cuando se analizan volumenes significativamente 
mayores de plasma luego de su ultracentrifugacion en "colchon" 
de sacarosa. 
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6.4. Manifestaciones extra-hepaticas 

Si bien el higado es el organo primario de replication del HCV, 
existen tambien manifestaciones extra-hepaticas, como resultado 
de la participation de mecanismos inmunopatologicos que afectan 
diversos tejidos. Entre ellos, se incluyen los siguientes cuadros de- 
bido al deposito de inmunocomplejos: vasculitis, glomerulonefri- 
tis membranosa, artritis y neuropatias. 

Ademas, la expansion mono- o policlonal de linfocitos B 
durante la fase cronica puede evolucionar a crioglobulinemia 
mixta y a enfermedades malignas de dicha estirpe celular, como 
el linfoma no-Hodgkin, habiendose implicado en su genesis la 
mutation de protooncogenes. La information inherente a los me- 
canismos patogenicos de las enfermedades linfoproliferativas es 
parcial aun. La crioglobulinemia mixta es la manifestation extra- 
hepatica mas frecuente asociada a la infection por HCV (Tab la 
24.5.5). Esta patologia se define por la presencia de Igs sericas 
que son insolubles a temperatures inferiores a 37° C, y que pue- 
den disolverse por calentamiento serico. Se clasifican en tipo I, II 
y III, segun la naturaleza de la IgM e IgG: a) monoclonal ambas 
Igs; b) monoclonal (IgM) / policlonal (IgG); 6 c) policlonal am- 
bas Igs, respectivamente. En la crioglobulinemia mixta, la IgG y 
la IgM con actividad de factor reumatoideo (FR) participan en la 
composition de los complejos inmunes circulantes. En esta en- 
fermedad el 50-60 % corresponden al tipo II, y el 30-40% al tipo 
III. Las crioproteinas estan enriquecidas en RNA del HCV. Un 
19-50% de los individuos infectados con HCV exhibe crioglobu- 
linas sericas. 

Sin embargo, dado que las crioglobulinas existen en bajos 
niveles, habitualmente este desorden es asintomatico o presenta 
manifestaciones clinicas leves. Las manifestaciones del slndrome 
completo de crioglobulinemia mixta incluyen debilidad, purpura y 
artralgias, y con menor frecuencia neuropatia periferica, compro- 
mise del SNC (disartria transitoria o hemiplejia), renal (similar a la 
glomerulonefritis membranosa idiopatica, con trombos capilares y 


deposito de IgM en capilares) y hepatico. El compromiso renal se 
observa en el 20% de los casos al momento del diagnostico del sin- 
drome completo de crioglobulinemia mixta y en el 30-60% de los 
pacientes monitoreados subsiguientemente. La expansion clonal de 
linfocitos B en sangre periferica, y/o en los infiltrados hepaticos, 
asi como las caracteristicas histopatologicas de los infiltrados en 
rnedula osea e higado confirman la naturaleza linfoproliferativa de 
la crioglobulinemia mixta. La proliferation clonal B, ocurre es- 
pecialmente en aquellos linfocitos asociados a la production del 
FR, lo que subyace a la crioglobulinemia mixta. Esta patologia esta 
asociada al rearreglo genomico bcl-2 / J El tipo II de crioglobuli- 
nemia mixta -a su vez- puede evolucionar al linfoma no-Hodgkin 
en un 8-10 % de los casos al cabo de prolongados periodos. Los 
linfomas asociados al HCV pueden ocurrir tambien en forma idio- 
patica. Los pacientes con crioglobulinemia mixta ostentan un ries- 
go relativo 35 veces mayor que la poblacion general para desarro- 
llar linfomas no-Hodgkin (derivados de celulas B). Se ha descripto 
una especial asociacion entre el HCV y ciertos linfomas de la zona 
marginal, entre los que sobresalen los linfomas asociados al teji- 
do linfoide de las mucosas (en ingles, conocido por el acronimo 
MALT), y las formas esplenicas. Se ha reportado que estos ultimos 
remiten luego de la terapeutica anti-HCV, a pesar de la ineficacia 
de la quimioterapia previa. 

La patogenesis molecular de los desordenes linfoproliferativos 
involucre una serie compleja de eventos que ocurren sucesivamen- 
te. La infection persistente por HCV promueve una estimulacion 
policlonal de linfocitos B que pueden favorecer la emergencia de 
dichos desordenes. Entre los factores que favorecen la prolifera- 
tion celular se encuentran: a) la interaction entre la envoltura viral 
(proteina E2) y el receptor CD81 en linfocitos B (disminuyendo el 
umbral de activation por epitopes diversos); b) la actividad de los 
linfocitos T reactivos para HCV; y c) diversas citoquinas. A su vez, 
la infection continua de linfocitos B con HCV podrfa favorecer 
la emergencia de eventos mutagenicos. Entre ellos merece espe- 
cial atencion la translocation t(14; 18) del gen bcl-2, observada 
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Figura 24.5.14. Patogenesis molecular del linfoma No-Hodgkin asociado a la infeccion por virus hepatitis C (HCV). 
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A. Asociacion definida sobre la base de la alta 
prevalencia y estudios de patogenesis molecular 

- Crioglobulinemia mixta (con sindrome completo o 
incompleto) 

B. Asociacion definida sobre la base de una mayor 
prevalencia que en controles 

- Liquen piano 

- Porfiria cutanea tarda 

C. Asociaciones a ser confirmadas / caracterizadas 

-Alveolitis / fibrosis pulmonar 

- Aterosclerosis aortica 

- Cancer tiroideo 

- Diabetes mellitus 

- Nefropatias no crioglobulinemicas 

- Sindrome sicca 

- Tiroiditis autoinmune 


Tabla 24.5.5. Asociacion de enfermedades extra-hepaticas con la infeccion por HCV. 


en pacientes infectados con HCV que exhiben crioglobulinemia 
mixta tipo II y linfomas. Este rearreglo genomico promueve la so- 
breexpresion de la protelna anti-apoptotica Bcl-2 y el consiguiente 
incremento de la tasa Bcl-2 / Bax. Elio conduce a un aumento de 
la sobrevida de los linfocitos B. Es posible tambien que eventos 
mutagenicos mas directamente vinculados al virus sean operati- 
ves, aunque aun no han sido definidos. Probablemente, factores 
geneticos del hospedador (por ejemplo, un umbral disminuido para 
la activation de linfocitos B productores de FR) y/o factores am- 
bientales pueden contribuir a la transition en la production de IgM 
policlonal (crioglobulinemia mixta tipo III) a IgM mono-u oligo- 
clonal (crioglobulinemia tipo II). Este cambio epifenomenico pue- 
de evolucionar a la malignizacion celular (Figura 24.5.14). 

Otras enfermedades como el liquen piano y la porfiria cuta- 
nea tarda se han observado con mayor prevalencia en individuos 
infectados con HCV que en controles no infectados (Tabla 24.5.5). 

Si bien se ha demostrado la replication del HCV en el SNC, 
los mecanismos moleculares subyacentes que promueven los cua- 
dros de depresion y ciertos trastornos cognitivos aun se desco- 
nocen. 

7. Diagnostic*) 

Existen dos tipos de ensayos de laboratorio para el diagnostico vi- 
rologico y monitoreo de la infeccion por HCV: los ensayos sero- 
logicos, que detectan anticuerpos circulantes (metodo indirecto) y 
los que detectan, cuantifican, o caracterizan componentes de las 
partlculas del HCV, como el RNA viral y el antlgeno core (metodo 
directo) (Tabla 24.5.6). 

7. 1. Metodos indirectos: deteccion de anticuerpos 

La primera determination que debe realizarse es la deteccion de 
anticuerpos anti-HCV (prueba de tamizaje). Desde 1989 hasta el 
presente se han producido sucesivos equipos comerciales para de- 
tectar anticuerpos mediante enzimoinmunoensayo (ELISA). Los 
equipos de primera generation posefan limitada sensibilidad y 
especificidad, ya que evidenciaban muy tardiamente la serocon- 
version de los pacientes (en algunos casos hasta 16 semanas luego 
de la exposition), a la vez que se producian falsos resultados positi- 
ves. Los anticuerpos detectados exhibian especificidad para un an- 
tlgeno correspondiente a un fragmento de la protelna no estructural 
4 (NS4). Sin embargo, este file el primer recurso diagnostico con 
que conto la humanidad para determinar la presencia de individuos 
infectados. Desde entonces, los equipos han ido mejorando tanto 
la sensibilidad como la especificidad de las detenninaciones. Para 
ello se modificaron los disenos de ELISA mediante el agregado de 
diferentes protelnas recombinantes del HCV ( core y otras protelnas 
no estructurales). En funcion de su configuration antigenica, los 
equipos de deteccion de anticuerpos han sido categorizados como 
de primera, segunda o tercera generation, siendo los dos ultimos 
los utilizados en la actualidad. Estos poseen una elevada sensibili- 
dad (97-99%) y especificidad (99%). Los anticuerpos especificos 


anti-HCV pueden ser detectados a partir de las 7-8 semanas lue- 
go de la primoinfeccion (vease mas adelante la figura 24.5.15). 
Estos anticuerpos usualmente persisten durante toda la vida, 
aunque se han descripto eventos de serorreversion aun en pacientes 
inmunocompetentes. Las pruebas de ELISA pueden resultar nega- 
tivas en pacientes infectados con HCV inmunocomprometidos o 
hemodializados. Por otra parte, pueden detectarse reacciones falso- 
positivas en pacientes con enfermedades autoinmunes y con au- 
toanticuerpos circulantes. 

La deteccion de IgM para el diagnostico de infeccion aguda 
para HCV no se realiza debido a que dicha Ig se detecta tambien 
en la fase cronica, por lo que resultarla futil su determination. 

Una serologia positiva por ELISA puede ser confirmada me- 
diante tests suplementarios que poseen mayor especificidad, como 
el RIBA ( Recombinant Immuno Blotting Assay) o el LIA ( Linear 
Immune Assay), que determinan la presencia de anticuerpos es- 
pecificos para cada antlgeno viral individualmente. Sin embargo, 
dada la significativa especificidad de las pruebas de tamizaje de 
3ra. generation, para algunos autores, la confirmation mediante in- 
munoblots, ya no resulta imprescindible. Los criterios de positivi- 
dad del RIBA y LIA se indican en la Tabla 24.5.7 A y B. Dado que 
ambas pruebas determinan anticuerpos contra antfgenos diferentes, 
los resultados no siempre son coincidentes. En la actualidad las tec- 
nicas de deteccion del genoma viral complementan a estos ensayos 
para documentar la infection por HCV. Sin embargo, el lector debe 
recordar que los metodos directos no son confirmatorios de la pes- 
quisa de anticuerpos, ya que se pueden obtener resultados negati- 
ves por ausencia de viremia en pacientes genuinamente infectados 
(con serologia positiva), o bien puede detectarse el genoma o el 
antlgeno core del HCV en ausencia de anticuerpos (periodo previo 
a la seroconversion o en individuos inmunosuprimidos). 

Es posible tambien determinar la presencia de anticuerpos 
genotipo-especificos (tipificacion serologica del genotipo). Ello 
resulta de especial importancia, cuando no es posible detectar el 
genoma viral para su caracterizacion genotipica (casos de viremia 
recurrente, en las fases donde la misma puede ser indetectable). Sin 
embargo, debe recordarse que pueden existir casos de infeccion 
anterior por un genotipo determinado -y contra el que es esperable 
que exista una respuesta inmune especifica-, seguida de una infec- 
cion presente por un genotipo diferente, contra el cual puede no 
detectarse anticuerpos especificos. 

7.2. Metodos directos: detecciCn del genoma viral 

Y DEL ANTI'GENO DEL CORE. 

Detection del genoma viral 

Existen diferentes metodologias para detectar y cuantificar el ge- 
noma del HCV. Los ensayos de deteccion cualitativos estan basa- 
dos en la amplification de la secuencia bianco mediante RT-PCR 
(transcription inversa-PCR; utilizando equipos comerciales o no 
comerciales) o TMA (amplification mediada por transcription, uti- 
lizando equipos comerciales; vease el Capitulo 8 "Diagnostico vi- 
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Metodo 

Deteccion 

Tecnica 


Antfgeno Core 

ELISA 



Ensayos cualitativos: 




• RT-PCR 
•TMA 

Ensayos cuantitativos: 

Con amplificacion de la 

secuencia bianco 

Di recto 

RNA viral 

• RT-PCR cuantitativa 

• RT-PCR en tiempo real 

• b- DNA 

(DNA ramificado) 

Con amplificacion de la 

serial de deteccion 



Genotipificacion: 




• RT-PCR + secuenciacion nucleotldica 

• RT-PCR + Hibridacion inversa (INNO-LiPA) 

• RT-PCR + endonucleasas (RFLP) 

Indirecto 

Anticuerpos 

anti-HCV 

• ELISA 

• RIBA 

• LIA 

• Tipificacion serologica de genotipos 


Tabla 24.5.6. Diagnostico de hepatitis C. RT-PCR (Reverse transcription-PCR): transcripcion inversa acoplada a PCR. En 
desarrollos no comerciales, esta tecnica frecuentemente se realiza en doble ronda (RT-PCR anidada o Nested PCR) con 
cebadores internos a los extremos 5’y 3’de los productos de cDNA de la primera amplificacion. TMA (Transcription Mediated 
Amplification)-. Amplificacion mediada por Transcripcion. b-DNA (Branched DNA): DNA ramificado. RIBA (Recombinant Im- 
munoblotting Assay): ensayo de immunoblotting recombinante. LIA (Linear Immune Assay): ensayo immune lineal. 


rologico"). Si bien la cuantificacion genomica no es necesaria para 
el diagnostico, dicha medicion puede utilizarse en el monitoreo de 
la respuesta del paciente a la terapeutica antiviral instituida (vease 
la figura 24.5.20 al final del capitulo). El genoma viral puede ser 
cuantificado tambien mediante tecnicas de amplificacion de la se- 
cuencia bianco como RT-PCR cuantitativa o a traves de la RT-PCR 
en tiempo real, o bien mediante tecnicas de amplificacion de la se- 
rial como el branched-UNA (DNA ramificado; vease el capitulo 9). 

Inicialmente, las diferentes tecnicas de cuantificacion expresa- 
ban la carga viral en diferentes unidades, dificultando la compara- 
cion directa. Por esta razon, la Organization Mundial de la Salud 
(OMS) ha establecido un estandar internacional expresado en UI/ 
ml (Unidades Internationales por mililitro) para poder interconver- 
tir los resultados obtenidos mediante diferentes equipos comercia- 
les. Sin embargo, se recomienda utilizar el mismo tipo de ensayo 
cuantitativo en un mismo paciente durante el tratamiento, ya que 
existe variabilidad entre las diferentes tecnicas. Estan disponibles 
diferentes equipos comerciales basados en diversas metodologias 
y con distintas sensibilidades para la detection y cuantificacion del 
genoma viral (Tabla 24.5.8). La especificidad de los ensayos cuali- 
tativos y cuantitativos oscila entre un 98 y un 99%. 

La detection genomica del HCV utilizando equipos no comer- 
ciales puede ser cualitativa o cuantitativa. En el primer caso, es 
habitual la utilization de una RT-doble ( Nested ) PCR. La deter- 
mination cuantitativa se puede realizar mediante co-amplificacion 
competitiva de cantidades crecientes de moleculas de RNA del 
HCV conocidas (y modificadas en su secuencia o tamano) junto 
con las moleculas de RNA viral de la muestra problema. Los pro- 
ductos co-amplificados son luego analizados, estableciendose la 


cuantla de la carga viral de la muestra problema al determinarse 
comparativamente la intensidad de las bandas de amplificacion de 
los productos correspondientes a dicha muestra, en funcion de los 
obtenidos a partir de la amplificacion de los templados artificiales 
de concentration conocida. Esta determination posee una sensibi- 
lidad comparable a la de los equipos comerciales. 

La detection del genoma del HCV es el marcador definitivo 
de infeccion activa (Tabla 24.5.9). 

La documentation de la viremia es importante para: a) estable- 
cer la actividad de la infeccion en pacientes con serologia positiva; 

b) diagnosticar hepatitis C aguda durante el perlodo de ventana 
(el RNA viral puede ser detectado 1 a 3 semanas post-infection, 
aproximadamente un mes antes de la detection de anticuerpos); 

c) detectar la infeccion en pacientes inmunodeficientes, inmuno- 
suprimidos o hemodializados, en quienes las pruebas serologicas 
pueden ser negativas; d) diagnosticar la infeccion en bebes nacidos 
de madres infectadas; e) monitorear la respuesta del paciente a la 
terapeutica antiviral; 1) genotipificar la poblacion actual circulante 
del HCV en el paciente. 

Es importante recordar que se han comprobado tres patrones 
diferentes de viremia: a) aguda fugaz; b) cronica persistente; 
c) cronica intermitente o -tambien denominada- recurrente (Fi- 
gura 24.5.15 A, B y C). Esta ultima es de particular importancia en 
el monitoreo de pacientes, para no interpretar resultados negativos 
por RT-PCR, como sinonimo de elimination definitiva viral. 

Se ha demostrado que las celulas mononucleares de sangre 
periferica (linfocitos y monocitos) pueden albergar variantes del 
HCV, actuando como reservorio de las mismas. Dichas celulas 
contribuyen a la carga viral plasmatica aunque en mucho menor 
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A. INNO-LIA HCV Ab III para deteccion de anticuerpos anti-virus hepatitis C 



M: Marcador de posicion para determinar la 
intensidad de las bandas (3+ [anti-IgG humana], 
1+ [IgG humana] y +/-, [valor de code para IgG 
humana]; ver control positivo en la calle 4) y la 
especificidad de las bandas correspondientes a los 
peptidos de Core (Cl y C2), envoltura (E2), NS3 y 
NS4, y a la proteina NS5. 

1 y 2: sueros reactivos, conteniendo anticuerpos 
contra diversos epitopes del HCV. 

3: suero no reactivo 
4: control positivo 


Nota: Un ensayo se considera reactivo para anticuerpos anti-HCV cuando se cumple una de las siguientes condiciones: 

* Por lo menos una banda perteneciente a antigenos del HCV muestra un score correspondiente a una intensidad >2 + 

Por lo menos dos bandas pertenecientes a antigenos del HCV muestran un score correspondiente a una intensidad > 1 + 
(Cortesla del Dr. Jorge Rey, Laboratorio de Enfermedades de Transmision Transfusional, Htal. de Cllnicas “Jose de San Martin”, UBA). 


B. RIBA-3 para hepatitis C 


IgG Control IgG Control 

Nivel II Nivel I 



Tira N e C-100(p) c33 0 c22 (p) NS5 hSOD 

5-1-1 (p) 



Intensidad de la banda 


Puntuacion 


• Ausente 

• Menor que la intensidad de la banda de control IgG de Nivel I +/- 

• Igual a la intensidad de la banda de control IgG de Nivel I 1 + 

• Mayor que la intensidad de la banda de control IgG de Nivel I 2+ 

y menor que la intensidad de la banda de control IgG Nivel II 

• Igual a la intensidad de la banda de control IgG de Nivel II 3+ 

• Mayor que la intensidad de la banda de control IgG de Nivel II 4+ 


La interpretacion negativa, indeterminada o positiva se basa en el patron de reaccion presente en la tira. 
Para interpretar las series como validas deben utilizarse los siguientes criterios: 


Patron de la banda de antigeno 

Intepretacion 

• Ninguna banda tiene reactividad + o mayor 

• Solo la banda hSOD tiene reactividad 1+ o mayor 

Negativo 

• Una unica banda de HCV con reactividad 1 + o mayor 

• La banda hSOD y una o mas bandas de HCV con 
reactividad 1 + o mayor 

Indeterminado 

• Al menos dos bandas de HCV con reactividad 1+ o 
mayor 

Positivo 


Tabla 24.5.7. Pruebas serologicas de confirmacion para detectar anticuerpos anti-HCV. 
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Equipos comerciales 

Procedimiento 

Tecnica 

Umbral de 
deteccion 

Ensayos cualitativos 

Amplicor HCV v2.0 (Roche) 

Manual 

RT-PCR 

50 Ul/ml 

Cobas Amplicor HCV v2.0 (Roche) 

Semiautomatizado 

RT-PCR 

50 Ul/ml 

Versant HCV RNA Qualitative Assay (Bayer) 

Manual 

TMA 

10 Ul/ml 

Ensayos cuantitativos 

Amplicor HCV Monitor v2.0 (Roche) 

Manual 

RT-PCR 

600 Ul/ml 

Cobas Amplicor HCV Monitor v2.0 (Roche) 

Semiautomatizado 

RT-PCR 

600 Ul/ml 

Versant HCV RNA 3.0 Assay (Bayer) 

Semiautomatizado 

branched- DNA 

615 Ul/ml 

LCx HCV RNA 3.0 Assay (Abbott) 

Semiautomatizado 

RT-PCR 

25 Ul/ml 

SuperQuant ( National Genetics Institute *) 

Semiautomatizado 

RT-PCR 

30 Ul/ml 

Cobas Taq-Man HCV Test (Roche) 

Automatizado 

RT-PCR en tiempo real 

10 Ul/ml 

Abbot RealTime HCV assay (Abbott) 

Automatizado 

RT-PCR en tiempo real 

10 Ul/ml 


Tabla 24.5.8. Caracteristicas de los equipos comerciales disponibles para detectar y cuantificar el genoma del HCV. 

*EI National Genetics Institute es un laboratorio de referenda independiente. En general los ensayos cualitativos de deteccion 
del genoma de HCV son mas sensibles que la mayoria de los ensayos cuantitativos, a exception de la PCR en tiempo real. 


grado respecto a la production viral en el hfgado. Los linfocitos 
y monocitos pueden exhibir infecciones persistentes aun despues 
de haberse tornado indetectable la carga viral plasmatica luego del 
tratamiento antiviral, constituyendose en potenciales fuentes de 
"fracaso terapeutico" meses a anos despues de repetidos resulta- 
dos negativos en la pesquisa de RNA viral plasmatico en pacientes 
tratados "exitosamente". Este evento ha sido observado mediante 
RT -Nested PCR seguida de Southern blot para detectar RNA viral 
en celulas mononucleares aun al cabo de 5 anos de la administra- 
tion del tratamiento anti-HCV que habia sido considerado exitoso 
al erradicar el RNA viral del plasma. Estas celulas pueden -por 
ende- asociarse a eventos de reactivation de la infeccion esponta- 
neamente o al finalizar el tratamiento antiviral. 

Genotipificacion (F igura 24.5 . 1 6). Su determinacion solo es util 
en pacientes que van a ser sometidos a tratamiento, por lo cual sola- 
mente debe ser solicitado en esta circunstancia. La identificacion del 
genotipo del HCV es muy util en el manejo clinico de los pacientes 
infectados ya que define la dosis y duration de la terapia antiviral, as! 
como la probabilidad de respuesta al tratamiento. 

La tecnica de referencia para la determinacion del genotipo del 
HCV es la secuenciacion nucleotidica directa de las regiones NS5B 
y/o El del genoma del HCV amplificadas por RT-PCR, seguida 
del alineamiento con secuencias de referencia y posterior analisis 
filogenetico. Esta tecnica es utilizada en estudios epidemiologicos 
donde es necesaria la exacta subtipificacion. 

Para facilitar la genotipificacion rutinaria del HCV en la 
practica clinica, estan disponibles dos equipos comerciales 
basados en la amplification mediante RT-PCR de la region 5’ 
UTR. Uno esta basado en la secuenciacion directa de los am- 
plicones ( TrueGene HCV 5’NC genotyping kit, Visible Gene- 
tics), mientras que el segundo se sustenta en la hibridacion in- 
versa de los amplicones obtenidos a sondas de oligonucleotidos 
genotipo-especificas inmovilizadas en una tira de nitrocelulosa 
( INNO-LiPA HCV II, Innogenetics). Ambos ensayos pueden 
identificar los 6 genotipos del HCV y varios subtipos, aunque 
pueden ocurrir errores en la determinacion de estos ultimos en 
el 10-25% de los casos, debido al alto grado de conservation de 
la region estudiada (5’ UTR) que no permite una discrimination 
adecuada. Este potencial defecto de las tecnicas basadas en el 
analisis de la region 5’ UTR no tiene consecuencias clinicas, ya 
que la decision terapeutica vinculada al tiempo de administra- 
tion solamente esta basada en el genotipo y no en el subtipo (los 
genotipos 1 y 4 requieren un ano de tratamiento con Interferon 


pegilado (PEG-IFN) y ribavirina, comparado con los seis meses 
indicados para los restantes genotipos). 

Una estrategia no comercial para la genotipificacion es la tec- 
nica de RFLP ( Restriction Fragment Length Polymorphism; po- 
limorfismo de la longitud de los fragmentos de restriccion), en la 
cual los amplicones de la region 5’ UTR, obtenidos por RT-PCR, 
son posteriormente tratados con endonucleasas seleccionadas, 
originandose fragmentos de DNA de diferente tamano, que -en 
conjunto- generan patrones de restriccion caracteristicos de cada 
genotipo. 

En las infecciones mixtas, la RFLP es capaz de detectar el 
genotipo del HCV minoritario aun cuando esta presente hasta en 
(apenas) un 5-30% de la poblacion viral; mientras que el ensayo 
de hibridacion inversa comercial INNO-LiPA, que es mas sensible, 
permite detectar el genotipo minoritario aun estando presente en un 
1-2% de la poblacion viral. 

Todas las tecnicas de tipificacion basados en el analisis de una 
region parcial del genoma -a partir del cual se infiere la secuencia 
de todo el RNA- son aplicables mientras que no se demuestren 
recombinaciones intergenotlpicas como evento habitual. Si esto 
ocurriere -hasta el presente son aun escasos los estudios que de- 
mostraron su ocurrencia en el mundo- esas metodologlas carece- 
rlan de validez. 

Como se indico en un Item anterior, la determinacion del ge- 
notipo del HCV tambien puede realizarse detectando anticuerpos 
especificos para cada uno (tipificacion serologica de genotipos) 
mediante un ELISA competitive comercial ( Murex HCV Seroty- 
ping 1-6 Assay, Murex Diagnostics). Este ensayo puede identificar 
los 6 genotipos del HCV en el 90% de los pacientes inmunocompe- 
tentes, pero no puede discriminar los subtipos, siendo esto ultimo 
clfnicamente irrelevante para el medico clinico como se menciono 
anteriormente. El grado de concordancia con los ensayos de bio- 
logia molecular es de aproximadamente 90-95% pero la sensibili- 
dad es menor, especialmente en pacientes inmunocomprometidos 
o hemodializados. Este ensayo no puede diferenciar una verdadera 
infeccion mixta de una reactividad cruzada. Finalmente, la tipifi- 
cacion serologica de genotipos tiene la ventaja de que no depende 
de la presencia actual del genoma viral para la identificacion. Sin 
embargo, existe la posibilidad de que la respuesta inmune hubiera 
sido montada contra una infeccion preterita y que actualmente sea 
otra la poblacion genotfpica predominante en el paciente. 

Dado que se ha observado compartimentacion de variantes del 
HCV en el higado (por ejemplo, tejido tumoral versus no tumoral), 
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Situacion clinica 

Procedimiento a utilizar 

Interpretation y comentarios 

Sospecha de infeccion 
aguda 

RT-PCR cualitativa o 

RT-PCR en tiempo real 

Determinar el RNA HCV a las 4-6 semanas post- 
exposicion. 

Determinar el RNA HCV a las 6-12 semanas; si es 
positivo, considerar tratamiento. 

Determinar RNA HCV y anticuerpos anti-HCV 4-6 meses 
post-exposicion 

Sospecha de infeccion 
cronica 

Con anticuerpos 
anti-HCV 

RT-PCR cualitativa, 

RT-PCR en tiempo real, o TMA 

RNA HCV positivo: paciente con infeccion cronica 

RNA HCV negativo: paciente muy probablemente no 
infectado, aunque una muy baja carga viral o viremia 
intermitente son posibles; 
repetir en 6 -12 meses 

Sin anticuerpos 
anti-HCV, pero 
paciente con 
hepatopatia de 
causa desconocida 
o inmuno- 
comprometido 

RT-PCR cualitativa, 

RT-PCR en tiempo real, 
o TMA 

RNA HCV positivo: paciente con infeccion cronica 

RNA HCV negativo: paciente muy probablemente no 
infectado, aunque una muy baja carga viral o viremia 
intermitente son posibles; 

repetir en 6 -12 meses 

HCV RNAy 
anticuerpos anti- 
HCV positivos, 
paciente elegible 
para tratamiento 

Pruebas cuantitativas: 

RT-PCR cuantitativa, 

RT-PCR en tiempo real, 
o bDNA, 

> 800 000 UI / ml es alta carga viral 
(mas dificil de tratar); 

utilizar la misma prueba cuantitativa antes del 
tratamiento y evaluar la respuesta a los 4 y 12 
semanas 

Bebe nacido de 
madre infectada 
con HCV y con 
serologia positiva 
a los 18 meses 

RT-PCR cualitativa o 

RT-PCR en tiempo real 

HCV RNA positivo: paciente con infeccion cronica 

HCV RNA negativo: paciente muy probablemente no 
infectado, aunque una muy baja carga viral o viremia 
intermitente son posibles; 

repetir en 6 -12 meses 


Tabla 24.5.9. Gui'a para la deteccion de RNA del virus hepatitis C (RNA HCV). bDNA: branched DNA (DNA ramificado). 
TMA: transcription mediated amplfication (amplficacion mediada por transcripcion). RT-PCR: transcripcion inversa-reaccion 
en cadena de la polimerasa. 


as! como tambien respecto a las celulas mononucleares, es posible 
en algunos casos detectar genotipos diferentes del HCV al analizar 
la poblacion plasmatica de RNA viral, al compararse con la hepa- 
tica y/o de los linfocitos / monocitos de sangre periferica. Estos 
eventos de compartimentacion genotlpica se observan con mayor 
frecuencia en pacientes trasplantados, y en expuestos a multiples 
eventos de transmision del HCV (usuarios de drogas, transfusiones 
multiples, etc.). Un reporte reciente documento una discordancia 
del 9% en la asignacion genotipica del HCV plasmatico versus la 
correspondiente a linfo-mononucleares de sangre periferica. Este 
dato tiene obvias implicancias en la conducta terapeutica, habitual- 
mente sustentada en la genotipificacion del RNA viral plasmatico. 

Deteccion del antigeno del core del HCV. En los ultimos alios 
se han desarrollado diferentes ensayos que complementan a las tec- 
nicas de amplificacion de acidos nucleicos. Estos estan basados en la 
deteccion de antlgenos virales, principalmente, en la deteccion de la 
protema estructural core del HCV, cuya secuencia aminoacldica es 
la mas conservada entre todas las proteinas virales de los diferentes 
genotipos. Existe un equipo de ELISA comercial para la deteccion 
y cuantificacion del antigeno core del HCV en sangre periferica de 


pacientes infectados (Total HCV core Ag assay, Ortho Clinical Diag- 
nostics), el cual ademas de poseer una buena sensibilidad, permite 
la cuantificacion de la antigenemia. La determinacion del antigeno 
core ha sido propuesta como un marcador indirecto de la replicacion 
viral activa y de la carga viral. Existe una correlacion entre el titulo 
de antigeno core (en pg / ml) y los niveles de RNA viral (1 pg / ml 
de antigeno core es equivalente a aproximadamente 8 000 UI / ml 
de RNA del HCV). Por esta razon la cuantificacion de este antigeno 
puede ser usada para el monitoreo de la eficacia de la terapia antivi- 
ral. Sin embargo, este ensayo no detecta al antigeno core cuando los 
niveles de RNA viral estan por debajo de 20 000 UI / ml, restringien- 
do su uso cllnico. 

8. Epidemiologi'a 

8.1. Reservorio 

La Organization Mundial de la Salud (OMS) estima que alrededor del 
3% de la poblacion mundial ha sido infectada con dicho virus y que 
mas de 170 millones de personas son portadores cronicos con riesgo 
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por virus hepatitis C. A. Viremia fugaz. B. Viremia persisten- 
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de desarrollar cirrosis y HCC. Estos individuos cronicamente infec- 
tados representan un reservorio suficientemente grande para asegurar 
la persistencia del vims. 

8.2. Fuente de infecci6n 

El HCV habitualmente se propaga por via parenteral a partir de 
sangre infectada, siendo la drogadiccion intravenosa y la transfu- 
sion de sangre las principales fuentes de contamination, aunque la 
ultima ha disminuido muy significativamente desde la implementa- 
tion de las pruebas de tamizaje en bancos de sangre. 

La transmision por vias no parenterales es menos eficiente que 
la mencionada anteriormente (ocurre aproximadamente en el 5% de 
los casos). En contraste con la eficiente tasa de transmision vertical 


/ perinatal del HBV, la del HCV es rara y ocurre solo en mujeres 
con elevada viremia (mas de 10 6 copias genomicas / ml), riesgo que 
se incrementa de manera significativa (cuatro a cinco veces mas) 
cuando la madre esta coinfectada con el vims de la inmunodefi- 
ciencia humana (HIV) debido a un incremento en la carga viral del 
HCV, frecuentemente como consecuencia de la inmunosupresion. 
La transmision sexual es tambien de baja eficiencia, aunque podria 
variar la misma en portadores coinfectados con HIV, teniendo en 
cuenta la amplia difusion de la actividad sexual y la frecuente aso- 
ciacion del HCV a infecciones cronicas. 

Aunque existe un porcentaje sustancial de casos (30-40%) en 
el que la via de la infeccion no puede ser confirmada, se han deter- 
minado los siguientes grupos de riesgo: a) los receptores de sangre, 
productos sanguineos y organos con anterioridad a 1992; b) los pa- 
cientes de centres de hemodialisis donde el HCV se considera una 
infeccion nosocomial; c) los pacientes hemofilicos; d) los drogadic- 
tos que utilizan y comparten material contaminado; e) las personas 
expuestas a material medico o dental contaminado y sin esterilizar; 
f) las personas que por su ocupacion estan expuestas a sangre; g) los 
trabajadores sanitarios y h) los recien nacidos de madres infectadas. 

8.3. Prevalence e incidence 

La seroprevalencia en hemodonantes es del 6% en Africa y del 5% 
en ciertos paises asiaticos como Filipinas, mientras que en EE UU, 
Japon y Europa occidental es igual o menor al 1 %, lo mismo que 
en la Argentina. 

Aunque los genotipos 1, 2 y 3 tienen una elevada distribution 
mundial (75%, 6% y 10%, respectivamente; Figura 24.5.17), su pre- 
Valencia relativa varia segun el area geografica. Los subtipos la y lb 
son los mas comunes en America y Europa, mientras que en Japon el 
genotipo lb es el responsable de hasta el 80% de los casos de infeccion 
por HCV. Aunque los subtipos 2a y 2b son relativamente comunes en 
America, Europa y Japon; el 2c es encontrado comunmente en Italia 
y en menor proportion en Francia, Tunez, Vietnam y Argentina. El 
genotipo 3a es particularmente frecuente en usuarios de drogas intra- 
venosas illcitas de Europa, EE.UU. y Argentina. La mayor prevalen- 
ce del genotipo 4 ocurre en Africa, principalmente en Egipto, aunque 
tambien se lo detecta en el sur de Espana. El genotipo 5 es predomi- 
nate en Sudafrica y recientemente file reportado en Europa, mayori- 
tariamente en Francia. Por ultimo, el genotipo 6 ha sido encontrado 
principalmente en el sur de China, Hong Kong, Taiwan y el sudeste 
asiatico, incluyendo Singapur, Malasia, Vietnam y Tailandia. 

En Argentina los datos iniciales de distribution genotlpica del 
HCV fueron obtenidos en el Departamento de Microbiologfa de la 
Facultad de Medicina de la Universidad de Buenos Aires. Una in- 
vestigation colaborativa posterior entre el citado Departamento y 
el Centro para el control de las enfennedades (Centers for Disease 
Control, EE.UU.) demostro que los genotipos mas frecuentes en la 
ciudad de Buenos Aires y alrededores (n=243) corresponden a los 
siguientes: el 1 (53.5%), el 2 (23%) y el 3 (8,6%), habiendose regis- 
trado una inesperada elevada presencia de infecciones mixtas ( 14%; 
Figura 24.5.18). Interesantemente, dentro del genotipo 2, se observo 
mediate secuenciamiento nucleotidico de la region NS5B una sig- 
nificativa contribution del subgenotipo 2c. La circulation del genoti- 
po 4 es excepcional en Buenos Aires. En contraposition, en la ciudad 
de Cordoba se ha documentado que el 50% de las cepas inicialmente 
estudiadas en la region genomica del core (n=36) corresponden al 
subtipo 2c, al que siguen los subtipos lb (33%), la (1 1%), 3a (3%) y 
4a (3%; Figura 24.5.18). Los valores porcentuales de los genotipos 
/ subtipos correspondientes al total del pais se exhiben en la figura 
24.5.19. A medida que se realicen mas estudios de epidemiologla 
molecular en el resto del pals, es posible que dichos valores de pre- 
valencia genotipica sean modificados. 

La incidencia del HCV ha disminuido desde que se redujo la 
transmision de la infeccion a partir de sangre y hemoderivados y se 
intensificaron las precauciones en la practica medica. Sin embargo, es- 
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Figura 24.5.16. Determinacion de genotipos del virus hepatitis C (HCV) mediante diferentes tecnicas. A. Analisis de la 
region NS5B mostrando un arbol filogenetico (construido mediante un procedimiento denominado Neighbor Joining) que 
exhibe la relacion de la secuencia nucleotidica de productos de amplification por RT-PCR del RNA del HCV correspondiente 
a pacientes de Argentina (incognitas indicadas con un oval), respecto a la de cepas de referenda de los subtipos 2a, 2b 
y 2c. Los valores indicados con cursiva en recuadros sombreados indican los valores de remuestreo ( bootstrap ) para 100 
replicas; valores mayores a 70 (para un maximo de 100) revelan una mayor robustez del analisis. La pequena barra hori- 
zontal inferior (a la izquierda) indica el numero de sustituciones nucleotidicas por sitio. B. INNO-LiPA II. El perfil de bandas 
obtenido mediante hibridacion inversa del cDNAde la region 5’ UTR (amplificado por RT-PCR y marcado con biotina) frente 
a oligonucleotidos tipo- y subtipo- especificos indica que el paciente esta infectado por una poblacion viral correspondiente 
al genotipo 1, predominando la subpoblacion del subtipo la sobre la del 1b. (Cortesia del Dr. Jorge Rey, Laboratorio de 
Enfermedades de Transmision Transfusional, Htal. de Clinicas "Jose de San Martin ", UBA). C. RFLP (Restriction Fragment 
Length Polymorphism)-, los amplicones de 624 pb obtenidos por RT-PCR anidada de la region 5’ UTR-core fueron someti- 
dos al clivaje con la endonucleasa BsfNI, para discriminar entre los subtipos 2a y 2c. La presencia de fragmentos de 451 y 
173 pb indica la detection del subtpo 2c. Callel: amplicon control 2c sin digestion. Calle 2: clivaje del amplicon control 2c 
con BsfNI. Calles 3: muestra de un paciente infectado con subtipo 2c. Calles 4 y 5: marcadores de tamano molecular "en 
escalera" de 100 pb y 50 pb, respectivamente. 
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Figura 24.5.17. Prevalencia de genotipos del virus hepatitis C en el mundo. Datos obtenidos del sitio de Internet: http:// 
hcv.lanl. gov/com ponents/sequence/HCV/new_geography/geography.comp?region=world&form=all&organism=HCV. 
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Figura 24.5.1 8. Prevalencia de genotipos del virus hepatitis C en la Ciudad de Buenos Aires y en la Ciudad de Cordoba, 
Argentina. Grafico basado en las publicaciones de Quarleri et at (J Clin Microbiol 38:4560-8, 2000) y de Re et a I (Mem Inst 
Oswaldo Cruz 102:995-8, 2007). 


tudios recientes han documentado -aunque no en fomia unanime- un 
incremento de la incidencia de la infeccion por HCV en hombres con 
serologla positiva para HIV que tienen relaciones sexuales anales sin 
proteccion con otros hombres. Esta via de transmision estaria asocia- 
da a la presencia de pequenas hemorragias que ocurren en relaciones 
sexuales traumaticas por via anal y a la influencia de lesiones de la 
mucosa local causadas por otras infecciones de transmision sexual. 

9. Prevencion 

Dado que no existe aun una vacuna eficaz y segura, la prevencion 
consiste en evitar la exposition al virus. 

Entre las medidas mas eficaces se cuentan: 1) autoexclusion de 
hemodonantes con riesgo; 2) tamizaje serologico para HCV y de- 
termination de los niveles de ALT en los bancos de sangre; 3) trata- 
miento virucida de hemoderivados; 4) campanas de education que 


limiten el inicio a la droga-dependencia; 5) evitar compartir agujas 
y jeringas entre usuarios de drogas por via endovenosa; 6) evitar 
compartir artrculos de cuidado personal que puedan contener san- 
gre (navajas, cepillos de dientes); 7) en el caso de los trabajadores 
de la salud o empleados de seguridad publica, adoptar los recaudos 
correspondientes a las precauciones habituales de barrera, como el 
manejo cuidadoso de las agujas y otros objetos punzo-cortantes. 

Por tratarse de un virus envuelto, los detergentes y los sol- 
ventes lipidicos (como -por ejemplo-, el cloroformo) asi como 
la beta-propiolactona, el psoraleno y la radiation ultravioleta son 
utiles para lograr su inactivation e impedir su transmision por 
sangre. Algunos de estos metodos se emplean tambien para la in- 
activation del HIV y del HBV. Dado que la respuesta inmune ob- 
servada en quienes logran erradicar la infeccion durante la etapa 
aguda confiere proteccion cruzada frente a otras cepas del HCV, 
la perspectiva de una vacuna especifica profilactica es posible. 
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Figura 24.5.19. Prevalencia de genotipos y subtipos del virus hepatitis C en Argentina. Datos obtenidos del sitio de 
Internet: http://hcv.lanl. gov/components/sequence/HCV/new_geography/geography.comp?region=world&form=all&organis 
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Figura 24.5.20. Guia para el monitoreo de pacientes infectados con diferentes genotipos del virus hepatitis C. (De 
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Se postula que dicha vacuna podria evitar las formas persistentes 
de infeccion, principal causa de la patogenesis. Se encuentran en 
diferentes fases de desarrollo inmunogenos vacunales obtenidos 
mediante 4 estrategias: a) vacunas a protelnas recombinantes; b) 
vacunas a peptidos sinteticos; c) vacunas a DNA; y d) vacunas 
basadas en vectores virales. 

lO. Tratamieiuto 

Entre los factores que influyen en la respuesta al tratamiento se 
cuentan: 1) genotipo implicado; 2) nivel de viremia y 3) diversi- 
dad de cuasiespecies. Como se indico anteriormente, existen evi- 
dences que asocian a los genotipos 1 y 4 con una peor respuesta al 
tratamiento, comparada con otros genotipos (por ejemplo, 2 y 3). 

La terapeutica en pacientes con hepatitis C aguda infectados 
con el genotipo 1 , es especialmente importante ya que esta es de me- 
nor duration que la necesaria durante la fase cronica, siendo ademas 
mas eficaz. En los ultimos anos, mediante ensayos moleculares se 
determino que: el inicio del tratamiento con PEG-IFN-a debe reali- 
zarse entre la semana 8 y 12 luego de la infeccion, y administrarse 
durante 24 semanas. El IFN-a se encuentra unido a polietilenglicol 
(PEG) que permite una adsorcion lenta y sostenida, una distribution 
tisular restringida y un tiempo de elimination prolongado. Aparen- 
temente, durante la infeccion aguda no serfa necesaria la adicion de 
ribavirina para lograr un tratamiento mas eficaz, lo cual reduce los 
potenciales efectos adversos de dicha droga (anemia). 

Para el tratamiento de los pacientes con hepatitis cronica 
es recomendable la terapia combinada de PEG-IFN-a con ri- 
bavirina. De tal manera, con una inyeccion semanal se puede 
alcanzar niveles terapeuticos constantes en sangre. 

Un importante parametro para el monitoreo durante el tra- 
tamiento, es el grado de respuesta virologica. Se define como 
respuesta virologica sostenida a la ausencia de RNA del E1CV 
detectable despues de 24 semanas de la finalization de la tera- 
peutica, lo cual se correlaciona -en la mayorfa de los casos- con 
la erradicacion del virus. Una rapida respuesta virologica co- 
rresponde a los pacientes con RNA del HCV indetectable luego 
de 4 semanas de tratamiento, mientras que los pacientes cuyos 
tests para RNA del E1CV son negativos luego de 12 semanas de 
instituido el tratamiento se considera que tienen una respuesta 
virologica temprana. 

Como se menciono anteriormente, los genotipos son importan- 
tes para determinar el tipo, dosis y lapso que debera prolongarse 
la administracion del tratamiento. Se recomiendan 48 semanas de 
tratamiento con PEG-IFN-a y 1000-1200 mg de ribavirina para 
pacientes infectados con los genotipos 16 4, mientras que para 
pacientes infectados con los genotipos 2 6 3 el tratamiento reco- 
mendado consiste en administrar durante 24 semanas PEG-IFN-a 
y 800 mg de ribavirina. 

En pacientes infectados con los genotipos 5 y 6 (excepcionales 
en Argentina) se recomienda seguir el mismo procedimiento que 
para los infectados con el genotipo 1 y 4 aunque todavia es nece- 
saria la realization de mas estudios. Se recomienda suspender el 
tratamiento si la carga viral no decrece al menos >2 log |() UI / ml al 
cabo de 12 semanas de iniciada su administracion o si el RNA viral 
persiste detectable al cabo de 24 semanas (Figura 24.5.20). 

Hasta la Ira. decada del siglo XXI, las chances de un exito tera- 
peutico ffente a la infeccion por genotipo 1 eran del 50%, mientras que 
alcanzaban el 80% en pacientes infectados con los genotipos 2 6 3. 

Se ha observado una mejor respuesta al tratamiento con in- 
terferon en pacientes que presentaban escasa diversidad de cua- 
siespecies. Por el contrario, la coexistencia de multiples cuasies- 
pecies se asocia a la selection de aquellas que son resistentes a 
la terapeutica. 

Todavia existen varios aspectos relacionados con la terapeu- 
tica anti-HCV que deberan establecerse en futuras reuniones de 
Consenso Internacional, tales como el tratamiento en pacientes con 
transaminasas normales, en mayores de 65 anos, y en no responde- 
dores a un tratamiento previo. 


Se estan realizando estudios con nuevas formulaciones de In- 
terferon, como el Albinterferon a 2b, un compuesto molecular que 
une dicho Interferon a albumina, lo que aumenta su vida media y 
permite su administracion bisemanal. Los resultados iniciales del 
tratamiento con Albinterferon a-2b mas ribavirina son analogos a 
los obtenidos con PEG-IFN-a, aunque se ha reportado una mejor 
calidad de vida. 

Tambien se han iniciado estudios con telaprevir (VX-950), un 
inhibidor de la serin-proteasa NS3 (y su cofactor 4A) que posee 
efecto sinerglstico con el PEG-IFN. El triple tratamiento con PEG- 
IFN-a 2a asociado a ribavirina y telaprevir, durante 12-24 semanas 
logro una respuesta sostenida en 68% de los pacientes infectados 
con genotipo 1 naive de tratamiento. 

Diversas drogas que incluyen moduladores de la respuesta inmu- 
ne, agonistas de receptores Toll simil (TLR), siRNAs ( Small Interfe- 
ring RNAs ), otros inhibidores de la serin-proteasa NS3/4A(bocepre- 
vir [SCH 503034], ciluprevir [BILN-2061], ITMN-191), inhibidores 
de la helicasa NS3, o inhibidores de la polimerasa NS5B [HCV-796], 
anticuerpos monoclonales y policlonales se encuentran en fase I, II, 
III o IV de ensayos de investigation cllnica. Se estima que algunos 
miembros de la nueva generation de drogas STAT-C ( Specifically 
Targeted Antiviral Therapy for HCV) probablemente alcancen la 
correspondiente licencia de aprobacion en un futuro inmediato. En- 
tre 2009 y 2010, cuatro estudios independientes de asociacion del 
genoma complete relacionaron sistematicamente varios polimorfis- 
mos de nucleotido unico ( Single Nucleotide Polymorphism o SNP) 
presentes en regiones regulatorias del gen IL-28B (codificante del 
IFNA3) con la respuesta a la terapia frente a la hepatitis C cronica en 
pacientes infectados con los genotipos 1, 2, 3 6 4 del HCV. En uno 
de dichos estudios, el SNP mas correlacionado con la respuesta viro- 
logica sostenida file el rsl2979860; los individuos que presentaban 
el genotipo CC para este SNP mostraron un 80% de probabilidades 
de alcanzar dicha respuesta. Los otros tres estudios documentaron 
dicha asociacion con el SNP rs8099917, tambien proximo a la region 
del gen IL-28B. Por lo expuesto, estos SNPs constituyen actualmen- 
te el factor basal mas significativamente asociado a la respuesta vi- 
rologica sostenida. 

En cuanto a la posible evolution al HCC se debe tratar de hacer 
una detection precoz. Para ello se aconseja hacer una ecografia y 
una determination de alfa fetoprotelna cada seis meses. Una detec- 
tion precoz permite institute un tratamiento mas eficaz, ya sea con 
resection del tumor, alcoholization o crioablacion. En casos espe- 
ciales, el trasplante hepatico puede ser un excelente tratamiento. 

Un capltulo aparte lo constituye la frecuente asociacion entre el 
HCV y el HIV. Los pacientes inmunocomprometidos que adquie- 
ren la infeccion por HCV desarrollan una hepatitis grave que puede 
llevar al obito al enfermo antes que la enfermedad original. Por ello 
es perentorio el tratamiento precoz con PEG-IFN- a / ribavirina, 
que inclusive puede superponerse a la terapia anti-retroviral de alta 
eficacia (HAART). 

Adendum 

Durante la etapa de Prueba de Galera de Virologia Medica se pu- 
blicaron importantes evidencias acerca del rol adicional del gen IL- 
28B en la erradicacion de la infeccion viral durante la etapa aguda, 
la que acontece solo en un 10-30% de los individuos. 

Asimismo, se ha demostrado que en la infeccion cronica por 
HCV la production de galectina 9 por las celulas de Kiipffer se 
correlaciona con el aflujo hepatico de linfocitos Treg (CD4 + CD25 + 
FoxP3 + ) que promueven la apoptosis de linfocitos T CD8 + citoto- 
xicos. 

Tambien se ha documentado que el HCV utiliza la molecula 
CD5 para ingresar en los linfocitos T, y se ha reportado la existen- 
cia del genotipo 7 viral. 

Agradecimientos: al Ing. Osvaldo Martinez y a la Disehadora 
grafica Maria Mercedes Martinez por la creation y production 
fotografica de la figura 24.5.6. 
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Julieta Trinks - Jose Raul Oubina 


1. Introduccion 

El virus hepatitis E (HEV), previamente conocido como agente 
causal de hepatitis no-A no-B de transmision enterica, produce una 
enfermedad infecciosa con caracterfsticas clmicas compatibles con 
un cuadro de hepatitis aguda. 

La enfermedad fue reconocida por primera vez como entidad 
clinica en la decada de 1980, cuando muestras sericas obtenidas de 
individuos afectados durante una epidemia en 1955-56 en Nueva 
Delhi (India) y otra en Kashmir, carecian de marcadores serologi- 
cos que las vincularan a hepatitis agudas por HAV o HBV. 

La primera evidencia de un nuevo agente viral transportado 
por el agua file obtenida en 1983, cuando un voluntario inmune al 
HAV fue infectado con filtrados de materia fecal provenientes de 
pacientes que padecfan la -hasta ese momento supuesta- hepatitis 
no-A no-B de transmision enterica. Particulas con estructura sfmil- 
viral fueron detectadas mediante inmunoelectromicroscopia en la 
materia fecal de dicho voluntario. La enfermedad fue exitosamente 
transmitida a primates que tambien excretaron particulas con es- 
tructura sfmil-viral en su materia fecal. 

Los casos de hepatitis aguda epidemica ocurridos en Nueva De- 
lhi, en 1955-1956 habian sido inicialmente atribuidos al HAV. Sin 
embargo, el analisis retrospective de sueros mediante inmunoelec- 
tromicroscopia determino que la verdadera etiologfa correspondfa al 
HEV. Posteriormente, el estudio retrospectivo de otros brotes epide- 
micos ocurridos entre 1956 y los aflos ochenta en diferentes regiones 
geograficas (Republica de Kirguiz -perteneciente a la anteriormente 
denominada URSS-, Republica de Myanmar -anteriormente deno- 
minada Birmania-, Nepal, Argelia, Sudan, Somalia y Mexico) con- 
firmo que el HEV habfa sido el agente causal. En todos los casos la 
transmision se asociaba a la contaminacion fecal de las aguas. 

El registro de la primera epidemia por HEV en 1955 y la baja pre- 
Valencia de la infeccion en palses desarrollados sugiere que la hepatitis 
E es una enfermedad infecciosa nueva y emergente. Sin embargo, va- 
rias epidemias de hepatitis de transmision enterica, con caracterfsticas 
epidemiologicas similares a aquellas producidas por HEV, ocurrieron 
en Europa y Estados Unidos en los siglos XVIII y XIX. Por lo tanto, 
puede postularse que la infeccion por HEV podrfa, en el pasado, haber 
sido prevalente en varias partes del mundo y que solo recientemente se 
ha restringido a ciertas areas geograficas, representadas principalmen- 
te por pafses subdesarrollados con condiciones sanitarias deficientes. 

El genoma del HEV fue clonado en 1990 y secuenciado poco 
tiempo despues. 

2. MORFOLOGIA Y CARACTERISTICAS DEL HEV 

El virus pareefa estar vinculado al grupo de agentes relaciona- 
dos con los calicivirus, pero actualmente es considerado el unico 
miembro del genero Hepevirus perteneciente a la familia Hepevi- 
ridae. Muchas de las particulas exhiben proyecciones e indenta- 
ciones, miden 27-34 nm de diametro y consisten en una estructura 
esferica de simetria icosaedrica sin envoltura. (Figura 24.6.1) 

Se trata de un virus labil a la congelacion/descongelacion. 

Genoma viral y protelnas. El genoma del HEV esta constitui- 
do por una unica cadena de RNA de polaridad positiva de aproxi- 
madamente 7,3 kb. 



Figura 24.6.1 . Microscopia electronica del virus hepatitis 

E. Fuente: Sitio web del Centro para el Control y Prevencion 
de Enfermedades (CDC), Atlanta, EE.UU. 


La region codificante esta flanqueada por un corto extremo 5’ 
no codificante de 25 nucleotidos de longitud con una estructura de 
ccip y un extremo 3’ no codificante de 65 a 74 bases con una serial 
de poliadenilacion (poli-A). Se observan tres marcos abiertos de 
lectura en la region codificante: ORF 1, ORF 2 y ORF 3. El ORF 1 
-de aproximadamente 5 kb de longitud- esta ubicado en el extremo 
5’ y codifica proteinas no estructurales involucradas en la sintesis 
del RNA, como la guanilil-transferasa, metil-transferasa, cistefn- 
proteasa sfmil-papama, RNA helicasa y la RNA polimerasa-RNA 
dependiente. El ORF 2 (2 kb) ocupa el extremo 3’ y da origen a la 
proteina de la capside. Como gen solapado con estos dos, el ORF 
3 (372 bases de longitud) esta superpuesto un nucleotido con el 
ORF 1 y mas de la mitad de la secuencia (33 1 nucleotidos) con el 
ORF 2. Sin embargo, la superposicion nucleotidica entre ambos 
marcos de lectura no ocurre en fase, lo que hace que la secuencia 
aminoacfdica traducida sea diferente. La fosfoprotefna inmunoge- 
nica codificada por ORF 3 interactua con la proteina de la capside 
viral y proteinas celulares involucradas en la senalizacion celular. 
En el tejido hepatico infectado pueden detectarse -mediante Nor- 
thern blot- moleculas de RNA de distinta longitud: 7,3 y 2,2 kb. 
Se supone que el ORF 1 es traducido desde el RNA genomico (7,3 
kb) inmediatamente despues de la entrada del HEV a la celula para 
producir las enzimas responsables de la sintesis del RNA viral. En 
cambio, se requiere de la RNA polimerasa viral funcional para la 
sintesis de la molecula de RNA subgenomico (2,2 kb) que codifica 
a las proteinas de los ORF 2 y ORF 3. 

Un estudio reciente concluyo que la molecula de RNA subge- 
nomico se extiende desde la posicion 5122 del RNA genomico y 
esta flanqueada por la estructura de cap (extremo 5’) y por una se- 
rial de poliadenilacion (extremo 3’). Mas aun, demostro que dicha 
molecula es bicistronica y utiliza, en distintos marcos de lectura, 
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los codones AUG en las posiciones 5131 y 5145 para dar inicio a la 
traduction de los ORF 3 y ORF 2, respectivamente. (Figura 24.6.2) 

3. Patogenia 

El perlodo de incubacion se extiende durante 4 a 5 semanas, pero 
la rata y el mecanismo por los que el virus alcanza el higado desde 
el tracto intestinal son aun desconocidos. 

La virucopria se presenta desde una semana previa al inicio de los 
smtomas hasta dos semanas despues. En algunos casos, se ha re- 
portado que se ha extendido hasta 52 dias. 

El RNA viral ha sido detectado en suero, mediante RT-PCR, desde dos 
semanas antes del inicio de los sintomas, persistiendo por 4 a 1 6 semanas. 

Los estudios experimentales han logrado transmitir la enferme- 
dad a primates no humanos mediante administration intravenosa u 
oral de filtrados de materia fecal de pacientes que cursan la enferme- 
dad aguda. Los animales desarrollaron dano bioqmmico e histologi- 
co, luego de un periodo de 4 a 6 semanas de incubacion. Se observo 
la presencia del RNA viral en suero, bilis y heces unos pocos dias 
antes del aumento de las transaminasas, asi como la excretion de 
particulas de 27-34 nm durante la fase aguda de la enfermedad. 

La expresion del antigeno del HEV, indicativo de replication viral, 
ha sido detectada simultaneamente en hepatocitos, bilis y heces a partir 
de los 7 dias post-infection. La misma alcanza un pico y comienza a 
declinar despues del aumento de las aminotransferasas. Esto sugiere que 
el FfEV es secretado desde el hepatocito hacia los canaliculos bihares 
durante la fase initial altamente rephcativa de la infection y antes de la 
aparicion de cambios histopatologicos en el higado. Por lo tanto, la pre- 
sencia de estos cambios y el incremento de las transaminasas se corres- 
ponden con la aparicion de anticuerpos anti-FIEV en suero y con niveles 
decrecientes del antigeno viral en higado. De esta manera, la injuria he- 
patica responderia a un mecanismo mediado por la respuesta inmune. 

Un hallazgo similar fue descrito en 1993, cuando A. Chauhan 
ingirio voluntariamente una suspension de HEV. Luego de un pe- 
riodo de incubacion de un mes, padecio una hepatitis icterica que 
se prolongo por 90 dias. Este cuadro clinico se asocio a virucopria, 
viremia, elevation de transaminasas y conversion serologica para 
HEV (Figura 24.6.3). La detection de viremia aun previamente a la 
fase clinica sugiere tambien la posibilidad de transmision parenteral. 

La fosfoproteina codificada por ORF 3 promueve la sobrevida 
celular mediante al menos 3 mecanismos: a) la activation de la cas- 


cada de las MAP quinasas; b) el retraso en la progresion de la via de 
serialization de endomembranas (al inhibirel movimiento del receptor 
del factor de crecimiento epidermico activado hacia los endosomas 
tardios, prolongando as! la serialization mediada por dicho factor); y 
c) la atenuacion de la via intrinseca de la apoptosis. Mas aun, reduciria 
la expresion de las proteinas inflamatorias de fase aguda (reduciendo 
la traslocacion nuclear del factor de transcription STAT-3) y aumen- 
taria la secretion de la proteina imnunosupresora al-microglobuhna, 
generando un ambiente favorable para la replication viral. 

Los mecanismos patogenicos responsables del dano hepatico 
grave (hepatitis fulminante) que afecta con mayor frecuencia a las 
mujeres embarazadas infectadas con HEV durante el tercero o -en 
ciertos casos- el segundo trimestre de la gestation no han sido to- 
talmente estahlecidos. Sin embargo, se cree que la disminucion de 
la respuesta inmune celular propia de la gestation para evitar el 
rechazo del producto de la conception podrfa influir posiblemente 
favoreciendo la replication y la expresion del genoma viral. Du- 
rante las primeras 20 semanas del embarazo se produce un desvio 
de la respuesta inmune celular desde un perfil Thl hacia uno Th2, 
con disminucion de la mayoria de las citoquinas y presencia de 
linfocitos T CD4 + CD25 + (linfocitos T regulatorios) y celulas NK 
regulatorias. Asimismo, tanto las citoquinas TGF-J3, IL-4 e IL-10 
secretadas por la placenta y el trofoblasto, como los niveles eleva- 
dos de progesterona, estrogenos y gonadotrofina corionica humana 
contribuyen a un efecto supresor de la inmunidad celular. Mas aun, 
dichas hormonas pueden inhibir la regeneracion hepatica y promo- 
ver la replication viral. 

En embarazadas con hepatitis E fulminante se han observado 
niveles disminuidos de LT CD4 + y elevados de LT CD8 + , as! como 
niveles de estrogenos, progesterona y gonadotrofina corionica hu- 
mana aun mayores a los detectados en embarazadas no infectadas. 
Tambien se ha documentado en dichas hepatitis E fulminantes la 
disminucion del componente p65 del factor de transcription NFkB, 
lo cual impide la correcta regeneracion de los hepatocitos. 

4. Epidemiologi'a 

4. 1 Caracteristicas generales 

La infection por HEV es endemica en India, sudeste y centra de 
Asia, donde son comunes los casos esporadicos de hepatitis por vi- 
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Figura 24.6.2. Organization del RNA genomico y subgenomico del HEV. Observese la localization de la position nu- 
cleotidica 5122, a partir de la que se inicia el RNA subgenomico. 
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Figura 24.6.3. Curso de la infeccion por HEV. Modificado de Aggarwal et al., J Gastroenterol Hepatol 2000; 15:9-20. 


rus E (50-70% de las hepatitis virales esporadicas documentadas en 
India). En esta region, las epidemias tambien son frecuentes y varfan 
entre brotes de corta duration o epidemias prolongadas que pueden 
perdurar por mas de un ano. 

Un gran numero de epidemias ha sido reportado en el Medio 
Oriente, region noroccidental de Africa y Mexico. Se caracteriza- 
ron por presentar una tasa de ataque global entre el 1 y el 15%, 
siendo mas alta en adultos del sexo masculino (3-30%) que en ni- 
nos (0,2-10%). Esto sugiere una mayor frecuencia de formas clini- 
cas anictericas o subcllnicas en este grupo etario. 

Un denominador comun a las epidemias por HEV es la eleva- 
da mortalidad (10-25%) de las mujeres que se infectan durante el 
tercer trimestre del embarazo, que contrasta con la observada en 
la poblacion general infectada por HEV, donde alcanza el 0,5-3%. 
Esta mortalidad no puede ser atribuida a los efectos ocasionados 
por el HEV, ya que otros virus hepatotropos solo inducen una mor- 
talidad minima cuando afectan embarazadas. 

En areas no endemicas, los casos reportados de hepatitis espo- 
radica por HEV son infrecuentes y corresponded por lo general, a 
individuos de paises desarrollados que viajan a zonas endemicas. Sin 
embargo, recientemente se han registrado casos en dichos paises, sin 
que mediara el antecedente de viaje a dichas zonas. A esta forma de 
presentation se la conoce corno hepatitis E autoctona de los paises 
desarrollados, habiendose registrado un aumento de su incidencia, 
siendo reconocida actualmente como una enfermedad emergente. 

4.2 Reservorios del virus 

A partir de muestras obtenidas de aguas cloacales, se ha detectado 
la presencia de particulas del HEV capaces de producir la infeccion 
experimental en primates. En el sudeste asiatico, la elimination de 
excretas humanas a los rios y la utilization de dichas aguas para 
uso domestico ha sido significativamente asociada a la alta preva- 
lencia de la infeccion por HEV. El empleo continuo del agua de rfo 
a lo largo de los anos puede desencadenar epidemias recurrentes. 

Diversas lineas de investigation indican que en la naturaleza, 
ciertos animales -que presentan elevadas tasas de seroprevalencia- 


actuan como reservorios del HEV y que la infeccion por los genoti- 
pos 3 y 4 corresponderia en esos casos a una verdadera antropozoo- 
nosis. Entre estos animales se incluyen principalmente los porcinos, 
pero tambien gatos, perros, roedores, cabras, ciervos, y primates. La 
positividad de la serologia para anticuerpos anti-HEV tambien ob- 
servada en ensayos de ELISA analizando el suero de bufalos, ovejas 
y polios, requiere aun la confirmation de ensayos de inhibition. 

Un reservorio potencial del HEV durante los periodos inter- 
epidemicos en areas endemicas estaria constituido por la transmi- 
sion viral entre individuos susceptibles, que pudiera generar infec- 
ciones esporadicas o subcllnicas. 

4.3 ViAS DE TRANSMISION 

La principal, en las areas endemicas, es la fecal-oral. La mayo- 
rla de las epidemias reportadas han sido relacionadas al consumo 
de aguas contaminadas con materia fecal. 

La transmision de persona a persona es infrecuente aun durante 
brotes epidemicos. Un aspecto llamativo de la epidemiologla de la in- 
feccion por este virus lo constituye la baja tasa de ataque secundario 
en convivientes. Solo el 2,4% de los contactos hogarenos del brote de 
1981-1982 ocurrido en Nepal padecio enfermedad chnica. Elio con- 
trasta abiertamente con lo que se observa con HAV, donde esa tasa en 
la misma region alcanza al 10-20%. Mas aun, la ocurrencia de multi- 
ples casos en el seno de una misma familia se asocia a la exposition a 
una fuente comun de agua contaminada y no al contacto interpersonal. 

Hasta el momenta se desconocen las razones que logren explicar 
las diferentes vlas de transmision de HAV y HEV. Entre las hipotesis 
se encuentran: diferencias en el tltulo viral presente en la materia 
fecal del individuo infectado, inoculo necesario para producir infec- 
cion y/o la viabilidad de ambos virus en el medio ambiente. 

Numerosos casos esporadicos de hepatitis aguda por HEV han 
sido atribuidos a la ingesta de came cruda o mal cocida de animales 
-tanto salvajes o domesticos- que actuan como reservorios del virus. 

Otras rutas de transmision descritas son la via vertical y la noso- 
comial (mediante transfusion de sangre o productos sanguineos). No 
existe evidencia que asocie al HEV con la transmision sexual. 
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4.4 Epidemiologi'a molecular 


A pesar de que se reconocio un unico serotipo antigenico, ha sido 
observada una amplia diversidad genetica entre los aislamientos de 
HEV analizados hasta el momento. El HEV ha sido clasificado en 
4 genotipos. El genotipo 1, aislado de epidemias en pafses tropica- 
les y subtropicales de Asia y Africa, es el mas conservado y se di- 
vide en 5 subtipos (la - le). En cambio, aislamientos provenientes 
de brotes epidemicos en Mexico, Chad, Nigeria y Namibia fueron 
adscriptos al genotipo 2, que incluye 2 subtipos (2a y 2b). Final- 
mente, los genotipos 3 y 4 son extremadamente diversos y pueden 
subdividirse en 10 y 7 subgenotipos, respectivamente. Mientras 
que el genotipo 3 esta distribuido en casi en todo el mundo, con 
exception de Africa, el 4 se circunscribe al continente asiatico. 

Una caracterfstica particular de la epidemiologfa molecular del 
HEV la constituye el hecho de que los aislamientos obtenidos de bro- 
tes epidemicos producto del consumo de aguas contaminadas, se 
adscriben a los genotipos 1 y 2, mientras que los casos esporadicos 
vinculados a la ingesta de came de animales infectados se asocian a los 
genotipos 3 y 4 (origen zoonotico). Mas aun, el analisis filogenetico de 
secuencias genomicas del HEV, adscriptas a los genotipos 3 y 4 y pro- 
venientes de seres humanos como de animales infectados, demostro 
que estas presentaban elevada identidad entre si, sugiriendo un origen 
comun o la posibilidad de infecciones entre especies. 

Los datos concernientes a la epidemiologfa molecular de este 
agente viral en Argentina son escasos. Todas las secuencias ana- 
lizadas (n=10), provenientes de pacientes y cerdos infectados, se 
adscribieron al genotipo 3. 

5. CUADRO CUNICO 


) Corpus 
Editorial 


En base a los estudios experimentales mencionados, hoy se consi- 
dera que el perfodo de incubation de la enfermedad en el ser hu- 
mano varia entre 2 a 10 semanas. Las manifestaciones clfnicas de 
la infeccion por HEV son similares a aquellas producidas por otros 
virus de hepatitis. La hepatitis aguda icterica posee un comienzo 
insidioso con una fase prodromica de varios dfas de duration en la 
que el paciente puede presentar fiebre, escalofrfos, dolor abdomi- 
nal, anorexia, nauseas, vomitos, diarrea, artralgia, astenia y exan- 
tema macular transitorio. Estos signos y sfntomas son seguidos por 
coluria, acolia e ictericia. La aparicion de esta ultima coincide con 
la desaparicion de los sfntomas prodromicos. 

El examen fisico revela una ligera hepatomegalia y, en algunos 
casos, esplenomegalia. Los analisis de laboratorio arrojan bilirru- 
binuria, grados variables de bilirrubinemia, aumento en suero de 
las transaminasas y la fosfatasa alcalina. La magnitud de la transa- 
minemia no se correlaciona con la gravedad del dano hepatico. La 
enfermedad es autolimitada y dura de 1 a 4 semanas, mientras que 
los valores de aminotransferasas y bilirrubina en suero retornan a 
la normalidad en 6 semanas. 

La mayorfa de los individuos, y sobre todo los ninos, presentan 
formas clfnicas anictericas o subclfnicas. La enfemiedad se asocia, 
en pocos casos, a cuadros colestasicos, con buen pronostico pero curso 
clinico prolongado e ictericia que se resuelve despues de 2 a 6 meses. 
Pueden observarse casos de hapatitis cronica en inmunodeficientes. 

Sin embargo, una pequena proportion de los afectados desarrolla 
formas graves de hepatitis fulminante. La hepatitis clinica es 6 a 8 ve- 
ces mas probable en embarazadas en el segundo y tercer trimestre (19,4 
y 18,6%, respectivamente), que en mujeres no embarazadas (2,1%) u 
hombres (2,8%). Mas aun, la falla hepatica fulminante es tambien mas 
frecuente durante el embarazo (22,2%) con una mortalidad de hasta 
el 25%, en comparacion a hombres (2,8%) y mujeres no embarazadas 
(0%). Ademas, los reportes de abortos, mortinatos o muertes neonatales 
se ven acrecentados entre las embarazadas infectadas con HEV. 


5 . 1 SlGNIFICADO CLlNICO DE LOS GENOTIPOS VIRALES 


Aunque la gravedad de la infeccion por HEV dependa de ciertos fac- 
tores del hospedador -como embarazo, la edad o enfermedades sub- 


yacentes- que incrementan significativamente la tasa de mortalidad, 
factores virales -como los genotipos infectantes- desempenarfan tam- 
bien un papel esencial en la patogenesis de la infeccion asociada a 
un curso evolutivo fulminante. Un estudio reciente asocia al genotipo 
4 con un curso mas grave (mayor tasa de hepatitis severa y fulmi- 
nante), picos mas elevados de aminotransferasas y una actividad de 
protrombina disminuida en comparacion con el genotipo 3. Asimis- 
mo, se ha asociado en forma significativa la hepatitis fulminante y un 
curso evolutivo mas grave de la infeccion por HEV a la presencia de 
las sustituciones nucleotidicas U y C en las posiciones 3148 y 5907, 
respectivamente. Hasta el momento, no se ha atribuido caso alguno de 
hepatitis fulminante al genotipo 2 y la tasa de mortalidad del genotipo 
1 en paises desarrollados oscila alrededor del 1%. 

Sin embargo, es menester contar con un numero mayor de es- 
tudios para arribar a conclusiones validas. 

6. Diagnostico 

Los procedimientos de laboratorio utilizados en el diagnostico de 
la infeccion por HEV incluyen: 

a) Tecnicas de biologia molecular e inmunoelectromicroscopia 
para la deteccion del virus en suero y heces; 

b) Estudios serologicos (ELISA y Western blot) efectuados para 
identificar anticuerpos anti-HEV de clase IgM y/o IgG. 

Las pmebas de transcription inversa acoplada a PCR (RT-PCR) 
permiten, a partir de muestras sericas o de materia fecal, la obtencion 
de amplfmeros especfficos del RNA viral que son revelados mediante 
tincion de bromuro de etidio y transiluminacion con luz UV o bien 
detectados mediante una sonda especffica luego de la hibridacion. 

Mediante inmunoelectromicroscopia se han detectado partfcu- 
las del HEV en materia fecal. Ademas, esta tecnica permitio obser- 
var la agregacion de dichas partfculas con suero de convalecientes 
de esta infeccion. Estos estudios demostraron la reactividad cruza- 
da de sueros provenientes de diferentes brotes epidemicos frente a 
particulas de distinto origen geografico. En la actualidad, esta tec- 
nica se encuentra en desuso en laboratories de diagnostico clfnico. 

El diagnostico serologico se realiza actualmente mediante ensayos 
inmunoenzimaticos para detectar anticuerpos (ELISA y Western blot). 

Se utilizan protefnas recombinantes de fusion con trpE expre- 
sadas como protefna insoluble en E. coli ( trpE-C2 ), la que contiene 
los dos tercios del extremo carboxilo del ORF 2 (capside). 

Otra configuration del Western blot que emplea protefnas de 
fusion derivadas del ORF 2 y ORF 3 con beta-galactosidasa per- 
mite detectar epitopes comunes y especfficos de los tipos Birmania 
y Mexico del HEV. Mas recientemente, se ha logrado la expresion 
de proteinas recombinantes derivadas de los ORF 2 y 3 en el Ba- 
culovirus (un virus de insectos que es utilizado como vector de 
expresion de proteinas de interes). 

El diagnostico de infeccion aguda por HEV se sustenta habi- 
tualmente en la deteccion de IgG especffica en una unica muestra 
(Figura 24.6.3). La respuesta a IgM detectable por la mayoria de 
los equipos comerciales es variable, y no se detecta en muchos 
casos a pesar de la elevation en el tftulo de IgG que se asocia a la 
exposition frente al HEV. Se ha observado que el tftulo detectable 
de anticuerpos anti-HEV es llamativamente transitorio. 

El 1-5% de los donantes de sangre de paises occidentales presen- 
ta reactividad frente a antfgenos de HEV, lo que puede complicar en 
algunos casos el diagnostico de enfermos basado en la deteccion de 
IgG especifica. En cambio, en areas endemicas, los anticuerpos anti- 
HEV han sido detectados en el 5% de los menores de 10 anos, cifra 
que se incrementa al 10-40% en adultos may ores de 25. Esto sugiere 
que, a diferencia de otros agentes infecciosos de transmision enteri- 
ca, el HEV es infrecuente en ninos de paises en vfas de desarrollo. 

7. Profilaxis 

En la actualidad, la unica medida apropiada es evitar el contacto 
con el virus. La prevention en areas endemicas depende princi- 
palmente de la disponibilidad del servicio de agua potable, higie- 
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ne adecuada y control estricto de los desechos cloacales. El hervir 
agua antes del consumo reduce el riesgo de la infeccion. No es 
necesario el aislamiento de los individuos infectados, ya que la 
transmision de persona a persona es infrecuente. 

La inmunizacion pasiva con inmunoglobulina no es efectiva. Los re- 
portes de numerosas epidemias atribuidas al HEV entre adultos de areas 
endemicas sugiere que los anticuerpos anti-HEV no serian protectores en 
su totalidad o que los tftulos de los mismos declinaiian con el devenir del 
tiempo alcanzando gradualrnente niveles no protectores. Un ensayo expe- 
rimental demostro que la administracion intramuscular de suero obtenido 
de un voluntario humano 4 anos despues de haber padecido una infeccion 
aguda por HEV no confirio protection alguna a primates desafiados con 
el virus. Mas aiin, estudios de profilaxis pre- y post-exposition realizados 
con preparados de inmunoglobulinas entre individuos de areas endemicas 
no redujeron la prevalencia de la enfermedad. 

Los resultados promisorios obtenidos con proteinas re- 
combinantes, empleadas como inmunogenos para proteger a 
primates frente a la infeccion experimental con el virus de la 
hepatitis E salvaje, pudieron ser reproducidos en humanos. En 
la actualidad, una vacuna de proteina de capside recombinan- 
te del HEV (GlaxoSmithKline®) ha superado la fase 2 de en- 
sayos clinicos, luego de lograr una eficacia del 95,5% al ser 
administrada en 3 dosis (0, 1 y 6 meses) a voluntaries sanos 
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del Ejercito nepales, una poblacion altamente susceptible a la 
infeccion por HEV. 

Otra candidata vacunal conteniendo partfculas simil-virus no 
infectante o VLP (designada HEV 239) fue recientemente desarro- 
llada en China, habiendo superado la fase 3 de ensayos clinicos. Se 
desconoce si alguna de estas dos candidatas vacunles puede preve- 
nir la hepatitis E fulminante. 

Adendum 

Durante la etapa de Prueba de Galera de Virologia Medica se 
documento que el 60% de los individuos inmunosuprimidos (in- 
cluyendo los trasplantados con organos solidos y los pacientes con 
SIDA) infectados con el genotipo 3 del HEV no elimina la infec- 
cion, evolucionando a la hepatitis cronica con rapida progresion a 
la fibrosis, y 10% de dichos pacientes, a la cirrosis. La combina- 
tion de interferon-a y ribavirina constituye un tratamiento eficaz 
para la hepatitis E cronica en inmunosuprimidos. 

A su vez, se ha establecido que el HEV puede producir mani- 
festaciones neurologicas (sindrome de Guillain-Barre, meningoen- 
cefalitis, neuritis braquial, y ataxia y miopatia proximal) y asociar- 
se a glomerulonefritis membranosa o membranoproliferativa. 
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Otros virus que fueron postulados inicialmente 
como potenciales agentes etiologicos de hepatitis 

Julieta Trinks - Jose Raul Oubina 


Se han reunido evidencias epidemiologicas que sugieren la exis- 
tencia de virus de hepatitis de transmision enterica no A - no E, asi 
como de otros virus causantes de hepatitis parenterales no B - no 
C - no D. 


1. Virus de la hepatitis francesa (HFV) 


) Corpus 
Editorial 


En diciembre de 1994, E. A. Flagan y el equipo de A. Zuckerman 
publicaron evidencias de la transmision enterica de un nuevo agen- 
te responsable de casos de hepatitis esporadica no-A no-E en pri- 
mates. Particulas simil-virales, de 27 a 37 nm de diametro, fueron 
detectadas en la materia fecal de pacientes franceses y en el hlgado 
y heces de animales inoculados. Los autores lo denominaron provi- 
soriamente virus de la hepatitis francesa (por su origen) o HFV, 
lo que a su vez coincidia con la designation correspondiente al 
orden alfabetico de un nuevo agente (ya caracterizados los virus 
causantes de hepatitis A-E). El analisis del genoma viral indico que 
consistla en DNA bicatenario de 20 kb de longitud, lo cual era in- 
congruente considerando el tamano del virion. Lamentablemente, 
no se han dado a conocer reportes que confirmen el hallazgo del 
HFV y, por lo tanto, su condition como virus de hepatitis humana 
fue puesto en duda y subsiguientemente, demostrada la inconsis- 
tencia de los datos iniciales. 


2. Virus GB tipo C (GBV-C) / Virus hepatitis G (HGV) 

En 1995 el equipo liderado por I. Mushahwar caracterizo dos 
virus provenientes del suero de tamarines (primates del Nuevo 
Mundo del tamano de las ardillas) inoculados con el suero (con- 
servado) de un individuo que habla padecido una hepatitis en los 
anos sesenta. Descripto en 1967 por Deinhardt y colaboradores 
al estudiar el suero de un cirujano enfermo, se propuso la deno- 
mination GB teniendo en cuenta las iniciales de este. Los dos 
agentes descubiertos por Mushahwar fueron denominados GBV- 
Ay GBV-B. Amediados de los 90, dicho grupo y otro multinatio- 
nal liderado por el dc H. Margolis del CDC (Centers for Disease 
Control and Prevention, EE.UU.) y H. Alter del NIH ( National 
Institutes of Health, EE.UU.) identificaron casi simultaneamente 
dos nuevos virus a partir del suero de pacientes, algunos de ellos 
con enfermedad hepatica, a los cuales denominaron virus GB 
tipo C (GBV-C) y virus hepatitis G (HGV), respectivamente. 
La caracterizacion genomica de estos dos agentes demostro que 
se trataba de dos aislamientos del mismo virus. Los tres virus GB 
pertenecen a la familia Flaviviridae. GBV-A, GBV-C y un 4to. 
virus relacionado (GBV-D) fueron propuestos como miembros 
del genero Pegivirus y GBV-B dentro del genero Hepacivirus. 

Se han expresado antlgenos recombinantes del GBV-C / HGV 
empleados en ensayos inmunoenzimaticos para detection de an- 
ticuerpos. Tambien se puede detectar el RNA viral mediante RT- 
PCR. En EE.UU. las primeras 200 muestras analizadas en hemo- 
donantes demostraron una seroprevalencia del 4%. Tambien se ha 
observado elevada prevalencia en pacientes politransfundidos y en 
usuarios de drogas ilicitas por via endovenosa, asociandolo a la 
transmision parenteral. Las vlas sexual y vertical tambien fueron 
descriptas. 

Hasta el momento se conocen 7 genotipos. En Argentina, los 
estudios de epidemiologia molecular establecieron una prevalencia 


del 5,5% de RNA viral en sangre periferica de hemodonantes de la 
ciudad de Buenos Aires, y del 30% en usuarios de drogas ilicitas 
por via endovenosa coinfectados con HIV. En estos grupos pobla- 
cionales del pais predomina la circulation del genotipo 2, siendo 
significativamente menor la contribution de los genotipos 1 y 3. 

La asociacion GBV-C / HGV y hepatitis agudas y cronicas en el 
humano fue inicialmente sugerida, aunque no hay evidencias con- 
cluyentes que demuestren que el virus sea un agente patogeno 
hepatotropico primario en humanos; no obstante, en el primate 
Macaca mulatto se documento en anos recientes una asociacion 
causal con hepatitis. Desde 1998 a la fecha se han publicado evi- 
dencias que demuestran el linfotropismo de este agente en huma- 
nos, aunque las observaciones no son uniformes. Las celulas que 
son bianco de la infection por GBV-C / HGV no han sido definiti- 
vamente individualizadas, habiendose postulado a las precursoras 
hematopoyeticas, linfocitos B. plasmocitos, y fagocitos mononu- 
cleares, aunque simultaneamente se documentaba que transcriptos 
completes de GBV-C / HGV son infecciosos in vitro en linfocitos 
humanos T CD4 + . Estudios iniciales en curso sugieren que tambien 
los linfocitos T CD8 + pueden ser bianco de la infection. 

En relation con el linfotropismo antes mencionado, dos aspec- 
tos merecen subrayarse: a) una posible asociacion entre GBV-C / 
HGV y algunas enfermedades onco-hematologicas; y b) la interac- 
tion con el curso evolutivo de la infection por HIV. Al respecto, 
se investiga la naturaleza de la asociacion entre GBV-C / HGV y 
ciertos linfomas. Asimismo, se ha documentado en varios estudios 
que analizaron la coinfection GBV-C / HIV, un menor nivel de la 
carga viral de este ultimo, y un significativo mantenimiento en los 
niveles de linfocitos T CD4 + , lo que estuvo tambien asociado a 
una mayor sobrevida de los pacientes. Ademas, ha sido sugerido 
que la regulation negativa de la expresion de correceptores para 
quimioquinas (CCR5 y CXCR4) es mediada por la protelna E2 
de GBV-C / HGV, dificultando la entrada de HIV a la celula. Mas 
aun, la infection por GBV-C / HGV se asocia a un aumento en la 
production de MIP-la, MIP-1(3, SDF-1 y RANTES. Esta ultima 
quimioquina al unirse a su receptor especifico (CCR5), tambien 
bloquea el ingreso de HIV a la celula CD4 + . Asimismo, se ha repor- 
tado una inhibition en la replication del HIV-1 in vitro en cultivos 
celulares de estirpe linfoidea infectados con este vims y que expe- 
rimentalmente se los indujo a expresar solo un dominio peptldico 
de la protelna no estructural 5A (NS5A) del GBV-C / HGV. Este 
efecto inhibitorio podrla deberse a la disminucion en la expresion 
en superficie del receptor CXCR4 y al aumento en la secretion de 
su ligando SDF-1. En Argentina se han desarrollado y validado 
metodologias que permiten la cuantificacion genomica del GBV-C 
/ HGV en laboratories de mediana complejidad, lo cual facilitara la 
realization de estudios clmicos de patogenesis. 

Por lo expuesto, hasta el presente GBV-C / HGV no puede 
considerarse un patogeno humano, pero merece la atencion 
cientlflca por su efecto inhibitorio sobre la coinfection con HIV 
y consiguientemente, sobre algunos de los efectos habitualmente 
asociados a su exclusiva presencia en el hospedero. 

3. Virus TT (TTV) 

En 1997, T. Nishizawa y colaboradores reportaron el aislamiento 
de un nuevo virus a DNA, denominado virus TT (TTV: Torque 
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teno vims), del suero de un paciente japones (cuyas iniciales eran 
T.T.) afectado por una hepatitis post-transfusional de etiologia des- 
conocida. El tamano del virion, que carece de envoltura, se estima 
entre 30 a 50 nm. Posee un genoma circular constituido por una 
molecula de DNA simple cadena de polaridad negativa y una ex- 
tension de 3 800 nucleotidos de longitud aproximadamente, con 
una gran diversidad que permite agrupar a los aislamientos en 5 
grandes grupos y multiples genotipos. El analisis de la secuencia 
nucleotldica y de las propiedades fisicoqulmicas del TTV ha difi- 
cultado la clasificacion taxonomica del mismo. En la actualidad se 
lo considera miembro de la familia Anelloviridae. En dicha familia 
coexisten al menos tres grupos de agentes: el mencionado TTV 
(3,8 - 3,9 kb), vims con genoma de 3,2 kb denominados TTMDV 
(Torque teno midi vims) y otros de 2, 8-2, 9 kb designados TTMV 
(Torque teno mini vims). Estos vims producen infecciones en hu- 
manos asociados a viremia persistente, y gran variabilidad y diver- 
sidad genomica. 

La infection por TTV parece ser ubicua en todo el mundo, con 
altas tasas de prevalencia en humanos y animales. Las evidencias 
apuntan a la via de transmision parenteral, aunque tambien ha sido 
postulada la posible existencia de las vias sexual, vertical y ente- 
rica. 

Aunque estudios iniciales concluyeron que el TTV era un 
agente hepatotropico, datos recientes demostraron la replication 
del mismo en un amplio rango de tejidos (medula osea, pulmon, 
bazo, etc.). Este agente ha sido tambien asociado putativamente 
a enfermedades respiratorias, autoinmunes y oncologicas (me- 
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diante un mecanismo indirecto mediado por una modulation de 
la respuesta T). Sin embargo, existen numerosas evidencias que 
indican una ausencia de asociacion entre TTV y los vims rela- 
cionados con la afeccion hepatica. Tampoco existen datos con- 
cluyentes que asocien a estos virus con enfermedad humana 
alguna hasta el presente. 

4. Virus SEN (SENV) 

Finalmente, en el ano 2000, cientlficos italianos reportaron el des- 
cubrimiento de un agente que serfa la causa de gran parte de las 
hepatitis infecciosas de origen incierto. El vims fue inicialmente 
aislado de un usuario de drogas ilicitas con serologia positiva para 
HIV y denominado provisoriamente a partir de sus iniciales: virus 
SEN (SENV). Se trata de un agente desnudo, perteneciente a la 
misma familia que los TTV ( Anelloviridae ), que posee un genoma 
a DNA circular simple cadena de 3 900 bases de longitud. Se lo 
supone asociado a la via parenteral de transmision especialmente 
la mediada por transfusiones, aunque la via no parenteral y vertical 
han sido tambien reportadas. 

Hasta el momenta, se han identificado 8 genotipos (A - H) de 
este vims; si bien inicialmente los genotipos D y H fueron aso- 
ciados a algunos casos de hepatitis post-transfusional, no existen 
actualmente evidencias firmes que avalen un rol etiologico de 
SENV en la inflamacion hepatica, desconociendose hasta el mo- 
menta de la edition de este capitulo la verdadera patogenicidad de 
este agente. 
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Familia Arenaviridae 
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1. Caracteri'sticas cenerales 

Los virus integrantes de esta familia se caracterizan por producir 
infecciones persistentes en roedores, los que actuan como reser- 
vorios naturales y transmiten la infeccion al ser humano. La fami- 
lia Arenaviridae incluye multiples virus, de los cuales solo unos 
pocos son patogenos para el hombre al que pueden causar desde 
infecciones inaparentes o enfermedades leves hasta cuadros leta- 
les. Estas infecciones se observan generalmente en areas localiza- 
das del planeta, restringidas al habitat de los roedores reservorios, 
en las que por diversas razones (tareas agricolas, recreacionales, 
etc.) se facilita el contacto reservorio-hombre. 

La transmision ocurre desde los roedores persistentemente in- 
fectados al hombre, pero en la infeccion por el virus Lassa, tambien 
puede existir el contagio interhumano, una via inicialmente repor- 
tada tambien para el virus Machupo. 

El numero de casos clmicos de enfermedad por arenavirus es 
bajo, como maximo en el orden de varios centenares por ano en las 
zonas endemicas para los arenavirus patogenos para el hombre en 
America y de aproximadamente 300 000 casos anuales de fiebre de 
Lassa en Africa, con una mortalidad que alcanza varios miles al ano. 

A pesar de su limitada importancia epidemiologica, estos 
virus han despertado el interes de virologos, inmunologos y 
ecologos debido a su capacidad de inducir infecciones persis- 
tentes en reservorios animales y graves mecanismos inmunopa- 
tologicos de lesion en modelos experimentales, ya sea media- 
dos por mecanismos T-dependientes o por complejos inmunes. 
Dado que estas dos condiciones son de gran interes en patologfa 
humana, los arenavirus han sido exhaustivamente estudiados a 
nivel experimental. 

El primer arenavirus descrito fue el virus de la coriomenin- 
gitis linfocitaria ( Lymphocytic choriomeningitis virus o virus 
LCM), considerado el prototipo de la familia. Por microscopia 
electronica se lo observo con la forma de particulas ovoides 
o pleomorficos de 50-200 nm con envoltura. La caracteristica 
mas llamativa era la presencia en el interior de las particulas 
virales de granulos electron-densos, los que se identificaron 
como ribosomas de origen celular. Posteriormente, se aislaron 
muchos otros virus de estructura similar y en 1980, el Comite 
Internacional de Taxonomia Viral establecio la asignacion de 
estos virus a la familia Arenaviridae. El nombre proviene de 
latln arenosus debido a las imagenes de los granulos densos en 
el interior de las particulas virales, que asemejan granulos de 
arena al microscopio electronico (Figura 25.1.1). 

Todos los arenavirus son esfericos u ovoides, de simetria heli- 
coidal y poseen una envoltura lipoproteica, que adquieren al salir 
de la celula por brotacion. En la envoltura se encuentran glicopro- 
tefaas importantes para la induccion de anticuerpos neutralizantes 
en el hospedador infectado. El genoma consiste en dos fragmentos 
de RNA de cadena simple (segmento L -large- y S -small-) y, 
ademas, presentan RNA ribosomal y de transferencia, de origen 
celular. 

La familia Arenaviridae comprende dos grandes grupos (Tab la 

1 ). 

a) Los arenavirus del Viejo Mundo. Este grupo incluye el vi- 
ms LCM -de distribution en Eurasia y America, y el Complejo 
Lassa (Vims Lassa y otros, aislados en Africa Occidental). 


b) Los arenavirus del Nuevo Mundo o Complejo Tacaribe. 

Este gmpo esta constituido por multiples vims, todos aislados en 
America. 

De acuerdo con su capacidad para infectar al hombre, los are- 
navirus se clasifican en patogenos y no patogenos. Los patogenos 
conocidos hasta el momenta son los siguientes: el vims LCM (que 
produce un cuadro similar a la gripe y a veces meningitis, es terato- 
genico y se ha asociado a cuadros fatales en receptores de organos 
solidos infectados), el virus Junin (agente etiologico de la fiebre 
hemorragica argentina), el vims Machupo (fiebre hemorragica 
boliviana), el vims Guanarito (fiebre hemorragica venezolana), el 
vims Sabia (fiebre hemorragica de Brasil) y el vims Lassa (fiebre 
hemorragica africana). 

A pesar del conocimiento y la manipulation experimental del 
virus Tacaribe desde hace varias decadas, existe un unico caso pu- 
blicado de enfermedad febril asociada al mismo, con compromiso 
leve del SNC. Tambien se ha documentado seroconversion sin en- 
fermedad alguna en individuos infectados con Pichinde. 

Recientemente (2008) se ha reportado la circulation de un se- 
gundo arenavirus en Bolivia, tambien asociado a un caso fatal de 
fiebre hemorragica, cuyo nombre propuesto es Chapare. Es motivo 
de actual estudio la real patogenicidad para el hombre del vims 
Whitewater Arroyo, inicialmente asociado a la enfermedad de tres 
pacientes hospitalizados en California, EE.UU. que padecieron un 
curso fatal. Tambien en 2008 se ha descripto una variante de LCM 
-distinta de las cepas conocidas de este- en tres pacientes austra- 
lianas que fallecieron al cabo de 4 a 6 semanas, luego de recibir el 
trasplante de hfgado o rinon a partir de un unico donante. 

De lo expuesto se infiere que con cierta frecuencia se descu- 
bren nuevos arenavims, algunos de los cuales estan asociados a 
enfermedad humana. El medico debe conocer estos agentes, a pe- 
sar de su muy restringida o nula incidencia en areas no endemicas, 
debido a la posibilidad de enfrentarse con casos provenientes de 
dichas areas de un determinado pais o de otros paises o aun de otro 
continente (como son los casos observados de Fiebre de Lassa en 
Europay EE.UU.). 

La clasificacion inicial de los arenavirus se sustento en las ca- 
racterfsticas antigenicas de los mismos. Actualmente, se utiliza la 
clasificacion genotipica de estos agentes, lo que mediante analisis 
filogeneticos asistidos por programas adecuados de computation, 
establece el agmpamiento de estos vims en los dos grandes gru- 
pos antes mencionados (Viejo Mundo y Nuevo Mundo); a su vez, 
dentro de este ultimo gmpo, se observa como los diversos vims 
exhiben relaciones genomicas que permiten su agmpamiento en 
tres dados (ramas): A, B y C, asi como probablemente la recien- 
temente postulada existencia de vims con genoma recombinante 
A/C: Whitewater Arroyo y Tamiani). La existencia de estos dados 
tiene importancia medica, ya que se observa que aun dentro de 
un grupo antigenicamente relacionado (por ejemplo, el complejo 
Tacaribe) existen diferencias tales que agmpan a los diversos vims 
segun su patogenicidad para el hombre. Entre los arenavirus del 
Nuevo Mundo solo un subgrupo del Clado B es patogeno para el 
humano (Junin. Machupo, Sabia, Guanarito y -el recientemente 
propuesto- virus Chapare; figura 25.1.2). 

Segun el Instituto de Alergia y Enfermedades Infecciosas de 
EE.UU. (NCIAD) los vims Junta, Machupo y Guanarito corres- 
ponden a la categorfa A de patogenos potencialmente utilizables 
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Figura 25.1.1. A. Particulas de virus Jum'n (cepa prototipo XJ) en medula osea de cobayo. Microscopia electronica (x 
75 000). En el recuadro se observan a mayor aumento los granulos de aspecto ribosomal y la envoltura viral. (Cortesia del 
Dr. C. Vasquez, Centro de Virologla Animal [CEVAN], Buenos Aires). B. Representation esquematica de un arenavirus. 


como armas biologicas por el bioterrorismo, debiendo ser mani- 
pulados en condiciones de bioseguridad maxima (nivel 4) -entre 
otras razones- por la alta mortalidad asociada a sus respectivas 
infecciones. 

1. 1 Arenavirus y sus reservorios 

Una de las caracterlsticas mas interesantes de estos virus es su 
capacidad de infectar en forma persistente a roedores y as! di- 
seminarse en la naturaleza (Tabla 25.1.1). La distribucion de los 
arenavirus en el mundo es dependiente de la de sus reservorios 
animales. 

En 1984, Mims definio a la infeccion persistente como aquella 
en la que el virus se mantiene en un organismo durante perfodos 
prolongados, muchas veces de por vida, pudiendo ser detectados 
por algun ensayo ya sea como partfcula infecciosa, como antfgeno 
intracelular o como genoma. 

Los arenavirus se mantienen en la naturaleza al infectar persis- 
tentemente roedores. La unica excepcion es la del virus Tacaribe, 
que se aislo inicialmente de murcielagos herbvlvoros -Artibeus 


sp-, en la isla Trinidad en el mar del Caribe, aunque aun se investi- 
ga cual es su verdadero reservorio. 

Se ha observado que los arenavirus del Viejo Mundo infectan 
roedores de la familia Muridae (subfamilia Murinae) mientras que 
los del Nuevo Mundo lo hacen con roedores de la subfamilia Sig- 
modontinae (familia Cricetidae). 

El principal mecanismo para el mantenimiento de la infeccion 
en roedores en la naturaleza es la transmision horizontal, dado que 
se aislaron virus de fauces y/u orina. Para el virus LCM, ademas 
de dicha via, se comprobo transmision vertical (de madre a crias) 
a traves de las celulas sexuales. Para los virus Machupo y Junrn, 
ademas de la transmision horizontal -que es la mas importante- 
tambien se demostro transmision vertical post-natal. 

1.2 Organizaci6n gen6mica y replicacion 

1.2.1 Genoma 

El genoma de los arenavirus consta de RNA monocatenario y biseg- 
mentado. De los cinco segmentos genomicos aislados de virus purifi- 
cados, tres son de origen celular (28, 18, y 4 - 6 S, asociados a RNA 
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Arenavirus 

Reservorio 

Habitat 

Localizacion 

Del viejo mundo 

Coriomeningitis linfocitaria* 
(LCM) 

Mus musculus 

Peridomiciliario 

Mundial 

Lassa* 

Mastomys natalensis 

Sabana y peridomiciliario 

Oeste de Africa 

Mopeia 

Mastomys natalensis 

Sabana 

Sur de Africa 

Mobala 

Praomys jacksoni 

Sabana 

Africa Central 

Ippy 

Praomys sp 

Sabana 



Del nuevo mundo 


Junin* 

Calomys muscullnus 
Calomys laucha 

Akodon azarae 

Bolomys obscurus 

Bordes de ruta, terraplenes, 
area de cosecha de maiz 

Argentina: pampa 
humeda 

Machupo* 

Calomys callosus 

Pasturas y peridomiciliario 

Bolivia 

Chapare* 

? 

? 

Bolivia 

Sabia* 

? 

? 

Brasil 

Guanarito* 

Zygodontomys brevicauda 

Pastizales, zonas de cultivos 
mecanizados y peridomiciliario 

Venezuela 

Wh itewate r Arroyo** 

(incierta patogenicidad) 

Neotoma albigula 

Neotoma micropus, 
Neotoma cinerea 

Zonas rocosas, sabana, desierto 

EE. UU.: Oklahoma, 

Utah, Nuevo Mexico 

Tacaribe 

Aislado en Atribeus sp 
(murcielago)*** 

Bosque 

Trinidad 

Amapari 

Oryzomys capito 

Bosque tropical 

Brasil 

Flexal 

Oryzomys sp 

Bosque tropical 

Brasil 

Pichinde 

Oryzomys albigularis 

Bosque tropical 

Colombia 

Latino 

Calomys callosus 

Pasturas y peridomiciliario 

Bolivia 

Parana 

Oryzomys buccinatus 

Bosque tropical 

Paraguay 

Tamiani 

Sigmodon hispidus 

Bosque tropical 

EE.UU.: Florida 

Allpahuayo 

Oecomys bicolor 

Oecomys paricola 

Bosques inundables, tierra firme, 
arrozales 

Peru 

Bear Canyon 

Peromyscus californicus 

Zona montanosa y 
peridomiciliario 

EE.UU.: California 

Catarina 

Neotoma micropus 

Zonas rocosas 

E.E.UU.: Texas 

Pirital 

Sigmodon alstoni 

Pastizales, zonas de cultivos 
mecanizados y peridomiciliario 

Venezuela 

Cupixi 

Oryzomys capito 

Bosque tropical 

Brasil 

Oliveros 

Necromys benef actus y 
otros 

Pastizales 

Argentina: region 
pampeana central 

Rio Carcaraha 

Bolomys sp 

Maizales de la pampa humeda 

Argentina: Pcia. de 

Santa Fe (cerca de 
la ciudad de Rio 
Carcaraha) 


Tabla 25.1.1. Arenavirus y sus reservorios naturales. * Patogenos para el humano. ** Asociado en 1993 a tres casos de 
enfermedad fatal en humanos, actualmente se investiga si es un genuino patogeno humano. *** Aunque el virus se aislo 
originalmente en murcielagos, el verdadero reservorio es aun investigado. 
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Virus 

Enfermedad 

Mortalidad 

Area endemica 

Reservorio 

Habitat 
del roedor 
reservorio 

Transmision 

Junin 

Fiebre 
hemorragica 
argentina o mal 
de los rastrojos o 
mal de O’Higgins 

1 0-20% 

Pampa humeda 

Calomys 
musculinus, 
Akodon azarae 
y otros 

Rural 

Roedor- 

roedor 

Roedor- 

humano 

Machupo 

Fiebre 

hemorragica 

boliviana 

30% 


Calomys 

callosus 

Peridomiciliario 

Roedor- 

roedor 

Roedor- 

humano 

Interhumano 

Guanarito 

Fiebre 

hemorragica 

venezolana 

Alta 

Llanos en 

Venezuela 

occidental 

Zygodontomis 

brevicauda 

y 

Sigmodon 

alstoni 

Rural y 

peridomiciliario 

Roedor- 

roedor 

Roedor- 

humano 

Sabia 

Fiebre 

hemorragica de 
Brasil 

Tasa 

desconocida 

Un unico caso 
en San Pablo 

Desconocido 

Desconocido 

Desconocido 

Lassa 

Fiebre 
hemorragica 
africana de Lassa 

20% 

Africa 

occidental 

Mastomys 

natalensis 

Rural y 

peridomiciliario 

Roedor- 

roedor 

Roedor- 

humano 

Interhumano 

LCM 

Meningitis, cuadro 
gripal; 

teratogenico; 
compromiso 
renal, hepatico y 
neurologico en 
trasplantados con 
organos solidos 

0% (en inmu- 
nocompeten- 
tes); 

pacientes 
trasplantados 
con organos 
solidos infec- 
tados: curso 
fatal 

Eurasia y 
America 

Mus musculus 

Domesticos 

Roedor- 

roedor 

Roedor- 

humano 

Interhumano 

(en 

receptores de 
trasplante) 

LCM* 

Enfermedad febril, 
encefalopatia 

Tres pacientes 
trasplantadas 
con organos 
solidos infec- 
tados: curso 
fatal 

Desconocido 

Desconocido 

Desconocido 

Se sospecha 
contacto del 
donante con 
roedores 
Interhumano 
(en 

receptores de 
trasplante) 

Chapare 

Enfermedad febril 
hemorragica, 
con compromiso 
hepatico 

Un caso fatal 

Un unico caso 
en Chapare, 
Dpto. de 
Cochabamba, 
Bolivia 

Desconocido 

Desconocido 

Desconocido 


Tabla 25.1.2. Epidemiologi'a de los arenavirus patogenos para el ser humano. * Seria una nueva variante de LCM. 
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ribosomico y RNA de transferencia) mientras que los restantes -de 
origen viral- se conocen como S ( small= 22 - 25 S) y L ( large= 
31 - 33 S) que poseen una extension de 7 - 7,3 y 3,5 kb aproxima- 
damente. La caracterfstica saliente del genoma de los arenavirus 
es la polaridad bisentido (o en ingles ambisense ; es decir una parte 
de cada uno de estos dos fragmentos de RNA exhibe polaridad de 
mensajero [+] y la otra de anti-mensajero [-]). Elio tiene crucial 
importancia en la patogenesis de la infection, pues requiere de un 
delicado balance en la regulation de la expresion genica. 

El significado del RNA ribosomico en el interior de las particu- 
las virales se desconoce, aunque no es necesaria su presencia para 
la infectividad viral. 

Los estudios de biologfa molecular efectuados inicialmente 
con Pichinde, permitieron establecer en 1984 una novedosa es- 
trategia de codification genomica en el segmento S. Este seg- 
mento codifica para la nucleoprotefna N y para la glicoproteina 
precursora GPC. La nucleoproteina esta codificada en el extremo 
3’ del RNA, mientras que la glicoprotema precursora esta codifi- 
cada en el 5’. Sin embargo, el sentido de la codification de ambas 
es opuesto: la secuencia del gen N (con polaridad negativa) es 
complementaria a la del RNAm de la nucleoprotefna, mientras 
que la del gen GPC (con polaridad positiva) es del misrno sentido 
que el RNAm de la GPC (Figura 25.1.3A). A esta forma de co- 
dification genomica del RNA se la designo -como se indico pre- 
cedentemente- con el nombre de bisentido o ambisense. Estudios 
posteriores con LCM, Tacaribe, Lassa y Junin confirmaron esta 
organization genomica del segmento S. En 1989, se demostro 
que el segmento L de LCM y Tacaribe tambien codifica dos genes 
con polaridad opuesta: en el extremo 3’, el gen L (con polaridad 
negativa) codifica para la RNA polimerasa viral L (o RNA poli- 
merasa RNA-dependiente [RdRP]) en la secuencia complemen- 
taria, mientras que en el extremo 5’ del fragmento L de RNA, 
los arenavirus codifican (en el mismo sentido del genoma viral) 
una pequena protefna con un dominio con capacidad potential de 
union a metales (RING finger protein que une Zinc ++ ), la que fue 
inicialmente denominada p 11 para el virus Tacaribe y Z para LCM 
(actualmente la letra Z es utilizada para los diversos arenavirus) y 
que actua como protefna de matriz. 

El analisis de secuencias nucleotidicas del S RNA de Pichinde, 
Lassa, Junin, Tacaribe y LCM ha detectado la presencia de 19 bases 
en comun en el extremo 3’ de todos ellos. Esta secuencia es, a su 
vez, complementaria a la existente en el extremo 5’ del segmento S. 
El extremo 3’ del L RNAes casi identico al extremo 3’ del S RNA 
de LCM, Pichinde y Tacaribe. Asimismo, existen unas 20 bases 
complementarias entre los extremos 3’ y 5’ del fragmento L de Ta- 
caribe y LCM. La complementariedad de bases entre los extremos 
3’ y 5’ del segmento S RNAy 3’ y 5’ del L RNA no es identica, ya 
que las pocas bases no complementarias en dichos extremos difie- 
ren en numero y position en ambos segmentos. Se ha sugerido que 
ello podrfa tener implicancias en la transcription y replication del 
RNA. La complementariedad de bases entre los extremos 3’ y 5’ 
del S y L RNA podrian explicar la presencia de formas genomicas 
circulares cerradas o en asa observadas al microscopio electronico 
en condiciones desnaturalizantes con los virus LCM, Tacaribe y Pi- 
chinde. Estas imagenes podrian ser explicadas por la formation de 
una estructura secundaria de RNA parcialmente bicatenaria (Figu- 
ra 25.1.3.B). Asimismo, estas formas circulantes podrian formarse 
tambien a traves del apareamiento de bases entre las secuencias 
repetidas invertidas en el extremo 3’ de las cadenas L y S: la circu- 
larization no estarfa restringida unicamente a interacciones entre 
los extremos de una linica cadena. 

Como se ha senalado, todos los arenavirus estudiados hasta 
la fecha exhiben una estrategia de codification antiparalela en los 
segmentos S y L. Los genes N y GPC estan separados por una 
region de secuencias complementarias invertidas que forman una 
estructura secundaria con aspecto de doble rulo (doble U invertida) 
la cual funciona como una serial terminadora de la transcription. 
Se ha demostrado que la nucleoprotefna de Junta tiene actividad de 
anti-terminador transcriptional, permitiendo a la polimerasa viral 


la sfntesis del intermediary replicativo, secuencia complementaria 
al fragmento S de RNA. 

Se ha descrito una region intergenica entre los genes Lyp" o 
Z (para Tacaribe y LCM, respectivamente) para la cual se postulo 
tambien la funcion de serial terminadora de la transcription de los 
respectivos RNAm. 

La asociacion del RNA viral con la nucleoprotefna forma el 
complejo ribonucleoproteina (RNP). Se han descrito dos tipos de 
RNP de acuerdo a su tamano y composition: un primer tipo es de 
pequeno tamano (600 nm) y contiene solo S RNA, mientras que 
un segundo tipo de mayor tamano (1300 nm) contiene S y L RNA, 
aunque este ultimo en menor proportion. 

1.2.2. Protefnas virales 

El genoma de los arenavirus codifica en total 4 proteinas: 2 en el 
fragmento S y 2 en el L. Derivan del primero la glicoproteina pre- 
cursora GPC hacia el extremo 5’ y la nucleoproteina viral N (co- 
dificada hacia el extremo 3’, tambien denominada NP por algunos 
autores). El segmento L codifica en el lado 5’ una pequena proteina 
que actua como protefna de matriz, denominada Z inicialmente, y 
en el extremo 3’ la RNA polimerasa viral. Las tres primeras son 
proteinas estructurales y fijan Zn ++ . Una pequena region genomica 
que precede en el extremo 5 ’ a la que codifica la GPC corresponde 
a la zona codificante para un peptido-senal. Este deriva del clivaje 
de la GPC por una senal-peptidasa celular. Una vez miristilado, for- 
ma parte del complejo glicoproteico de la envoltura viral en foma 
estable (SSP: Stable Signal Peptide), uniendose a la proteina de 
transmembrana GP2. 

El procesamiento de la glicoproteina precursora GPC por la 
proteasa celular SIP ( Site 1 Protease, tambien conocida como 
subtilisina-quexina-isozima 1) da origen a las dos glicoproteinas 
maduras denominadas GP1 y GP2. GP1 corresponde a la mitad 
amino-terminal de la glicoproteina precursora GPC, y GP2 a la 
mitad carboxilo-terminal. Las glicoproteinas mencionadas estan 
presentes en la superficie del virion, constituyendo las espiculas 
del mismo. La glicoproteina GP1 (tambien denominada por algu- 
nos autores Gl) esta mas expuesta que GP2 (G2). GP1 interactua 
con los diversos receptores celulares y es bianco de action de los 
anticuerpos neutralizantes. GP2 posee dominios de transmembrana 
que interactuan con la nucleoprotefna subyacente y -como se indi- 
co en el parrafo precedente- con SSP. 

La organization espacial de la nucleoprotefna N fue inicial- 
mente dilucidada con el virus Pichinde. Se dispone en una forma- 
cion lineal de unidades globulares de 4 a 5 nm. Estas multiples 
unidades estan organizadas en su forma mas estable como fibras 
enrolladas de 12-15 mn. Este filamento se pliega sobre si mismo 
constituyendo una estructura helicoidal, con ocasionales imagenes 
globulosas. 

Se ha demostrado que la proteina L (RNA polimerasa viral) 
esta asociada al virion y a complejos de ribonucleoproteinas (RNP) 
provenientes de celulas infectadas. La protefna Z tambien forma 
parte de la estructura viral. 

Estudios realizados con virus Tacaribe documentaron la interac- 
tion de N con L, formando un complejo funcional que permite la 
actividad de RNA polimerasa. La interaction de Z con L inhibe los 
procesos de transcription y replication viral en un modo dependien- 
te de la concentration de Z. Esta ultima proteina (que al ser miristila- 
da en la celula le permite la interaction con la membrana, cambiando 
su lipofilic idad) es imprescindible para la brotacion viral. 

1.2.3. Propiedades antigenicas 

Los determinantes antigenicos de tipo residen en las glicopro- 
tefnas de envoltura. Los antlgenos de grupo residen en la nu- 
cleoprotelna, pudiendose detectar en reacciones de fijacion de 
complemento. 

Estudios de protection realizados con el virus LCM demos- 
traron neutralization tipo-especlfica, fundamentalmente con 
anticuerpos monoclonales anti-GPl. Asimismo, se logro inducir 
protection contra una cepa patogena de virus Lassa en cobayos y 
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Figura 25.1.2. Analisis filogenetico del genoma de los arenavirus del Nuevo Mundo. Se observan las relaciones ge- 
neticas entre los arenavirus luego del analisis de la secuencia completa de los fragmentos S y L. Las Haves agrupan a los 
dados (ramas) A, B, C y A/Rec (A/recombinante). Los virus patogenos para el ser humano Junin, Machupo, Guanarito, 
Sabia y Chapare, estan ubicados en el dado B. De: Delgado S y cols. PLoS Pathog. 2008 Apr 18;4(4):e1 000047. (Edicion 
electronica en linea de acceso libre). 


primates vacunados con virus vaccinia recombinante que expresa- 
ba el gen de la nucleoprotefna o de la glicoprotema precursora del 
virus Lassa. 

Analogamente, la inoculation experimental de ratones con vi- 
rus vaccinia recombinante conteniendo genes para nucleoprotefna 
o glicoprotema precursora de LCM induce proteccion mediada por 
linfocitos citotoxicos frente al desafio con virus LCM. En ambos 
experimentos con este virus, se comprobo que los linfocitos T 
CD8 + reconocen antigenos virales procesados y expresados en la 
membrana citoplasmatica en el contexto de antigenos del CMH-I 
(aun los que estan localizados originalmente en el interior del virus, 
como los correspondientes a la nucleoproteina). 


Estudios pioneros alrededor de los anos 1980 y 1990, docu- 
mentaron que la infection de cobayos y primates con virus Taca- 
ribe protegia frente al desafio con la cepa XJ (patogena) de virus 
Junfn, por lo que se habfa postulado que dicha proteccion podrfa 
originarse en una respuesta inmune cruzada entre ambos virus 
(vease el item 3.1.3). 

1.2.4. Replication viral. 

Estos virus producen ciclos no liticos al replicarse exclusivamente 
en el citoplasma de las celulas. 

Ingreso viral. Recientes evidencias indican que el mecanismo 
de ingreso de los arenavirus es disfmil. 
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Los arenavirus del viejo Mundo (como Lassa, ciertas cepas 
de LCM y los virus del clado C del Nuevo Mundo) utilizan 
como receptor el a distroglicano (un receptor de protefnas de 
la matriz extracelular que interconecta la misma con la actina del 
citoesqueleto) y que esta presente en las superficies de aquellas 
celulas que residen adyacentes a una membrana basal. En con- 
traposition, los cinco arenavirus patogenos del Nuevo Mundo 
ublcados en el clado B (Junln, Machupo, Guanarito, Sabia y 
Chapare), emplean el receptor 1 de transferrina (TfRl), cuya 
expresion esta inversamente regulada por el Fe ++ citosolico. 
Otros virus del clado B (aunque no patogenos para humanos) 
como Tacaribe y Amapari, no utilizan TfRl para ingresar a las 
celulas. Curiosamente, el virus Whitewater Arroyo (al que algu- 
nos autores le asignan un origen recombinante entre los dados 
A y B) parece utilizar para su ingreso a la celula una via inde- 
pendiente de a distroglicano y de TfR. La actividad celular de 
O-manosilacion y la de glicosil transferasa mediada por una pro- 
tefna denominada LARGE, son crfticas para la funcionalidad del 
receptor a distroglicano. Es posible que esta dependencia viral 
para el ingreso celular haya seleccionado alelos defectuosos del 
gen LARGE en la poblacion de Africa en palses como Nigeria, 
donde el virus Lassa es endemico. La expresion de glicoproteinas 
virales por virus que ingresan a traves del a distroglicano, regula 
subsiguientemente su funcionalidad, al alterar su modification 
post-traduccional, lo que perturba su interaccion con las protefnas 
de matriz. 

El receptor TfRl es una proteina de clase II de membrana que 
se expresa en celulas inmunes activadas, y en celulas endotelia- 
les vasculares, estirpes celulares crfticamente involucradas en la 
patogenesis de la infeccion por los arenavirus patogenos para el 
hombre. 

Los eventos subsiguientes de la infeccion son dependientes de 
la interaccion con los dos receptores antes mencionados. 

Los virus que utilizan a distroglicano ingresan a la celula 
mediante un mecanismo de endocitosis colesterol-dependiente 
pero clatrina-caveolina y (GTPasa) dinamina-independiente 
que libera ribonucleoprotefnas virales al endosoma. En con- 
traposition, el virus Junfn, penetra a la celula mediante un 
mecanismo de endocitosis clatrina- y dinamina-dependiente, 
formando vesfculas que luego de una etapa de desnudamiento 
permiten el ingreso de ribonucleoprotefnas virales a endoso- 
ma tempranos (vease la Figura 3 del capitulo 5 "Patogenia de 
las infecciones virales"). En contraposition al ciclo normal de 
reciclado de TrFl hacia la superficie celular, la infeccion por 
Junfn requiere un redireccionamiento de dicho receptor oligo- 
merizado hacia un compartimiento de mayor acidez (pH 5,5) 
propio de los endosomas tardfos. Estudios in vitro documen- 
taron que la adicion de hierro al medio de cultivo inhibe la 
infectividad de Junfn, mientras que su depletion la incremen- 
ta. Elio sugiere la posibilidad que pacientes que habitan areas 
endemicas de fiebre hemorragica argentina y que padecen ane- 
mias ferropenicas, podrfan presentar mayor vulnerabilidad a la 
infeccion por virus Junfn. Estudios in vitro realizados en culti- 
vos primarios de celulas diferenciadas polarizadas del epitelio 
respiratorio humano indican que diversas cepas de LCM, asf 
como la cepa atenuada Candid # 1, ingresan por el polo baso- 
lateral de las mismas. 

En sfntesis, una vez unido al receptor, los arenavirus ingresan 
a las celulas mediante un mecanismo de endocitosis que dirige las 
particulas virales a un ambiente de bajo pH, lo que dispara una 
etapa de fusion de membrana dependiente del pH, liberando las 
ribonucleoproteinas (RNP) virales al citosol, donde ocurre el des- 
empaquetado del RNA viral. La fusion entre la envoltura viral y la 
membrana de la vesicula es promovida al descender el pH (5,3 es el 
valor optimo para Junfn y LCM), lo que produce un cambio confor- 
macional irreversible que disocia a G1 del complejo glicoproteico. 
Elio expone al peptido de fusion presente en G2 que mediante un 
cambio conformacional promueve la fusion entre la membrana vi- 
ral y la de la vesicula endosomica. 


Replication genomica. El segmento S ha sido el mas estudiado 
(Figura 25.1.3A). Producida la penetration y el desnudamiento ge- 
nomico en el interior celular, se inicia la transcripcion del lado 3 ’ del 
segmento S, el cual corresponde al gen N (de polaridad negativa). 
Como consecuencia, se sintetiza un RNAm subgenomico con cap y 
sin poliadenilacion, cuya secuencia es complementaria a la del gen 
N. Solo despues de su traduction, es decir, luego de la sfntesis de la 
nucleoprotefna viral, el ciclo de replication genomica puede conti- 
nuar. Dicha nucleoproteina (o alguna proteina codificada por el L 
RNA) seria la que permitiria a la polimerasa viral la lectura a traves 
de las secuencias terminadoras de la region intergenica. 

El ciclo de replication continiia con la sfntesis de un interme- 
diary replicativo cuya secuencia es complementaria (RNA anti- 
genomico) a la del segmento S (sin cap ) y cuya longitud, por ende, 
es similar. 

Este RNA anti-genomico es el intermediario obligado para la 
replication de mas S RNA genomico y sirve, a su vez, como tem- 
plado para la transcripcion del RNAm subgenomico de la glicopro- 
teina precursora. Las concentraciones relativamente bajas de este 
RNA intermediario comparado con el S RNA genomico en celulas 
infectadas sugieren que aquel serfa utilizado repetidamente como 
templado en la sfntesis del segmento S del genoma viral. 

Segun este modelo, ocurrirfa una estrategia similar con la 
sintesis del segmento L RNA: el gen L (de polaridad negativa) 
que codifica para la polimerasa viral deberia ser primeramente 
transcripto. El RNAm de la proteina L (polimerasa) posee la se- 
cuencia complementaria al gen L. En analogfa con el segmento 
S, se ha detectado un intermediario replicativo (RNA comple- 
mentary, anti-genomico) que serviria a la vez de templado para 
la sintesis de L RNA genomico (replication) y de molde para 
la transcripcion de RNAm de la proteina Z. Se ha postulado un 
segundo modelo, segun el cual existirian dos complejos conte- 
niendo la polimerasa L, uno dedicado a la transcripcion y otro 
a la replication sin competir entre sf, utilizando un cebador con 
cap para la transcripcion y un proceso de cebado y reordenamien- 
to para la replication del genoma viral. Ambos modelos no son 
mutuamente excluyentes. 

Ha sido demostrada la actividad de RNA polimerasa depen- 
diente de RNAen la fraction RNP de extractos celulares infectados 
con virus LCM y Pichinde. Mediante Western Blot se demostro 
que la actividad de polimerasa de ambos virus estaba asociada a 
la presencia de la nucleoproteina N en extractos celulares pero no 
a altas concentraciones de la proteina L (polimerasa). Ambos es- 
tudios sugieren que la actividad enzimatica disminuira a medida 
que aumenta la concentration de la polimerasa en el curso de la 
infeccion. Este hecho paradojico, podria deberse a que en etapas 
tardfas de la infeccion de cultivos celulares (24-48 h.), la acumula- 
cion de la proteina L alteraria la asociacion con el complejo RNP y 
podria por ende disminuir la eficiencia del proceso de replication- 
transcription. 

La sfntesis in vitro de RNA viral promovida por la RNA poli- 
merasa del virus LCM es 3 a 5 veces mayor para S que para el L 
RNAen extractos obtenidos durante las primeras 48 h., producien- 
dose paralelamente niveles algo menores de RNAm. La abrupta 
cafda en la sfntesis de los fragmentos genomicos S y L al cabo de 
las primeras 20 h. post-infection, comparada con la disminucion 
mucho mas lenta de la sintesis de los RNAm, sugeriria un desaco- 
ple de los procesos de replication y transcripcion y podria reflejar 
cambios en la polimerasa, ya sea como consecuencia de su acu- 
mulacion y/o por interaccion con otra proteina viral o algun factor 
celular. Se ha postulado que la polimerasa viral participarfa en la 
replication de los RNA virales, en la sfntesis de los RNAm y en la 
actividad de proteinquinasa, teniendo en este caso a la nucleopro- 
tefna como sustrato primario de dicha actividad. 

Morfogenesis viral. Las protefnas N y L se asocian respecti- 
vamente a los fragmentos S y L de RNA viral, conformando es- 
tructuras de ribonucleoprotefnas. La proteina Z interactuarfa con 
L, promoviendo un cambio conformacional en ella que alteraria su 
capacidad de iniciar la replication. 
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Figura 25.1.3. A. Modelo de replicacion genomica de los arenavirus. GPC (+): gen codificante para la glicoproteina 
precursora (polaridad en el sentido del RNAm de GPC); Rl: region intergenica; N (-): gen codificante para la nucleoproteina 
(polaridad negativa, complementaria al RNAm de N); Z (+): gen codificante para una proteina de matriz con un P.M. de 
11 000 Da (tambien denominada p 11 ); L (-): gen codificante para la proteina L (RNA polimerasa). Replicacion del segmento 
S: para que ocurra su sintesis es necesaria la transcripcion del gen N (formacion del RNAm de N) y la traduccion de dicho 
mensajero (sintesis de la proteina N). Solo entonces se sintetiza el RNA intermediario replicativo, que sirve de templado 
para la sintesis de RNAm de GPC y nuevas copias de RNAS. La codificacion genomica anti-paralela se conoce como bisen- 
tido o ambisense. Este modelo podria ser tambien aplicado a la replicacion y transcripcion del segmento L. B. Organization 
molecular del RNA S del virus Junin. El RNA S forma un circulo cerrado mediante una estructura en asa, merced a la 
complementariedad de bases de los extremos 5’y 3’. Se indican con flechas las regiones codificadoras de la nucleoproteina 
(N) y de la glicoproteina precursora (GPC) de este RNA bisentido. La region intergenica (doble rulo) y los extremos 5’ y 3’ 
del RNA no estan dibujados en escala. La numeracion de nucleotidos comienza en el extremo 5’ del RNA S en el sentido del 
genoma viral. Cortesia del Prof. Dr. Victor Romanowski, Universidad Nacional de La Plata. Adaptado de la publication: "The 
Arenaviridae" (Salvato M. Ed.). Serie "The Viruses” (Wagner R. y Fronkel Cornat, Eds.) Plenum Press, New York, 1993, 
cap. "Genetic organization of Junin virus, the etiologic agent of Argentine hemorrhagic fever). 


La GPC es transportada hacia la superficie celular, donde ocu- 
rre la brotacion celular. Las glicoprotelnas maduras GP1 and GP2 
se producen luego del clivaje de la GPC por la proteasa celular 
SIP/SKI en el compartimiento de Golgi temprano. El ensambla- 
do de las particulas virales ocurre en la membrana plasmatica en 
el momento de brotar. Este evento es promovido por la proteina 


de matriz Z, que interactua con la region intergenica, reclutando 
al genoma y a los diversos componentes proteicos. Las protef- 
nas celulares TSG101 (Tumor Suppressor Gene 101) y Nedd 4 
que forman parte del sistema de direccionamiento vacuolar de 
proteinas ( Vacuolar Protein Sorting) interactuan con Z reclutan- 
dola al sitio de ensamblado de los componentes virales, lo que 
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es requerido para la brotacion de la progenie viral. Este proceso 
implicaria una compleja interaccion entre las proteinas virales y 
diversas VPS, como TSG101, VPS4Ay VPS4B. La brotacion de 
los arenavirus desde dicha membrana no produce lisis celular. 
Estudios in vitro en cultivos primarios de celulas epiteliales di- 
ferenciadas polarizadas infectadas con diversas cepas de LCM 
indican que este virus egresa por el polo baso-lateral del epitelio 
respiratorio, coincidente con el polo de ingreso a dichas celulas. 
Dc ser este modelo valido, esta via de egreso podria explicar la 
diseminacion linfo-hematica observada con diversos arenavirus 
patogenos humanos. 

2. Bases geneticas y moleculares 

DE LA PERSISTENCIA VIRAL 

Diversos factores intervienen en la instalacion y mantencion de la 
infection persistente de los arenavirus en roedores. Elios pueden 
ser agrupados teniendo en cuenta su origen (del hospedador o vi- 
ral) y su efecto (interferir con el potencial replicativo del virus o 
evadir la respuesta inmune del hospedador). En los ultimos anos, 
se ha descubierto la fascinante trama de la genesis de la infeccion 
persistente por virus LCM, la que sera abordada al final de este 
item. 

Entre aquellos factores dependientes del hospedero merece es- 
pecial atencion la respuesta inmune frente al virus. Experimental- 
mente, se ha demostrado que la infeccion intrauterina o neonatal de 
ratones con virus LCM produce una infeccion persistente. Lo que 
en su momenta fue considerado el ejemplo clasico de tolerancia 
inmunologica hacia un antigeno extrano que era reconocido como 
propio, ha sido conceptualmente modificado gracias al hallazgo de 
anticuerpos anti-antigenos de superficie de LCM, formando inmu- 
nocomplejos que se despositan en los glomerulos renales y que 
generan glomerulonefritis, y a la observation de que la supresion 
especifica de la actividad del los linfocitos T citotoxicos es un feno- 
meno reversible y potencialmente modificable, mediante minimi- 
zation adoptiva con linfocitos T singeneicos sensibilizados con el 
mismo antigeno. Elio implica que la falla habitual en la detection 
de anticuerpos libres o de linfocitos T citotoxicos obedeceria a un 
fenomeno de enmascaramiento o agotamiento por el virus y no a 
una verdadera tolerancia. 

Tambien se ha observado la instalacion de una infeccion per- 
sistente en ratones inoculados antes de las 24 hrs. de vida con 
virus Junin, la cual esta asociada a infeccion de las celulas tuni- 
cas. El papel crucial de los linfocitos T en el curso de la infeccion 
ha quedado firmemente establecido cuando se estudiaron ratones 
congenitamente atimicos (nude) inoculados con virus Junin. En 
ellos se observo la persistencia del virus en encefalo, en ausen- 
cia de lesiones hasta por lo menos 6 meses luego de la infeccion 
(Figura 25.1.4). 

Estos ratones son principalmente deficientes en la poblacion de 
linfocitos T CD4 + . Elio permitio postular que un defecto cuali- o 
cuantitativo de dicha subpoblacion podria participar en la instala- 
cion y/o mantencion de la infeccion persistente en su reservorio 
natural. 

De hecho, los ratones nude -infectados previamente con Junfn- 
que reciben immunization adoptiva con linfocitos T singeneicos 
reproducen el cuadro neurologico mortal (Vease tambien la figura 
25.1.12) que promueve el virus en los ratones lactantes inmuno- 
competentes infectados experimentalmente. 

Con relation al virus deben tenerse en cuenta distintos fac- 
tores: 1) produccion de particulas interferentes defectivas; 2) ex- 
presion disminuida de glicoproteinas sobre la superficie celular; 
3) sintesis de nuevos (diferentes) RNA virales durante la infec- 
cion persistente 4) replicacion viral disminuida; 5) cambios en la 
actividad de la RNA polimerasa. 

En general, la produccion de particulas defectivas tiende a dis- 
minuir el potencial litico de los virus, ya que interfieren especi- 
ficamente con la multiplication de virus homologos. Aunque los 
arenavirus no son citolfticos per se, estas particulas estarfan posi- 


blemente involucradas en la infeccion persistente de ratones con 
vims LCM. Las mismas han sido documentadas, pero su caracteri- 
zacion molecular es todavfa incompleta. 

El modelo de replicacion viral propuesto para los arenavirus 
lleva implfcito una regulation independiente de la smtesis de la 
nucleoproteina N y de la glicoproteina precursora GPC. Teniendo 
en cuenta que se ha observado una menor expresion de las glico- 
proteinas virales en la superficie de la membrana citoplasmatica 
de celulas de ratones persistentemente infectados con virus LCM, 
se ha postulado que su expresion disminuida constituiria un me- 
canismo de escape a la vigilancia inmunologica del hospedador, 
ya que asf no podria reconocer las celulas infectadas. Sin embar- 
go, el descubrimiento de RNAm para la glicoproteina precursora 
en dichas celulas indica tambien un potencial mecanismo de re- 
gulacion post-transcripcional en la infeccion persistente de dicho 
modelo experimental. De hecho, el examen inmunohistoquimico 
de neuronas de ratones persistentemente infectados con LCM 
solo revela antfgenos virales asociados a los ribosomas, pero no 
en la superficie de la membrana celular. 

Recientemente, se ha detectado que ratones experimentalmen- 
te infectados al nacer con LCM y que desarrollan una infeccion 
persistente exhiben una compleja poblacion de RNAs de tamano 
heterogeneo en multiples tejidos, ademas de los segmentos S y L, y 
de los RNAm para N y GPC. Se desconoce si estos noveles RNAs 
presentes en la infeccion persistente pero no en la aguda, son causa 
o consecuencia de dicha persistencia. Actualmente, se investiga si 
la produccion de estos noveles RNAs asf como la replicacion viral 
disminuida observada en las etapas tardfas de la infeccion con vims 
LCM esta regulada o no por cambios en la actividad de la RNA 
polimerasa viral. 

La infeccion experimental de ratones lactantes con el vims 
LCM ha permitido descubrir el fascinante modo en que el mismo 
promueve la infeccion persistente en dicho hospedador. Ahmed y 
colaboradores documentaron que poco despues de transcurrida la 
etapa aguda de la infeccion en el raton lactante (que evoluciona a la 
persistencia), existen en el cerebro y en el bazo de los ratones dos 
poblaciones de virus diferentes que fueron subsiguientemente clo- 
nadas: en la primera, las variantes detectadas inducen una adecua- 
da respuesta de LT CD8 + , que limita la infeccion a la etapa aguda 
en dicho organo (sin persistencia). A esta poblacion se la denomino 
CD8 + P ). Como contrapartida, a la poblacion viral detectada en la 
pulpa blanca del bazo, que no promueve una respuesta de LT CD8 + , 
y que evoluciona a la persistencia se la designo CD8‘ P + . Secuen- 
ciados ambos clones virales, se documenta que existia un unico aa 
de diferencia en el gen de la envoltura viral (GPC). Elio permitio 
descubrir mediante experimentos de inmunoprecipitacion que la 
GPC de los clones CD8' P + interactuan con la proteina a distrogli- 
cano, presente en alta concentration en las celulas dendrfticas. Es- 
tas variantes se unen a dicho receptor con una afinidad 4 o 5 veces 
superior a la del ligando especifico, la laminina, y unas 2 a 2,5 ve- 
ces la de las variantes CD8 + P . Elio pennite al vims CD8'P + (pero 
no al CD8 + P ) desplazar a la laminina del receptor a distroglicano. 
La infeccion de las celulas dendrfticas, promueve una alteration 
funcional de las mismas, las que crean un microambiente con ele- 
vado contenido de IL-10, que facilita la persistencia y coadyuva a 
la inactividad funcional de los LT CD8 + . Mas aun, se ha observado 
que la interaccion entre la celula dendrftica y los CD8 + culmina con 
el agotamiento de estos, a traves de la interaccion entre la protefna 
de muerte expresada en la superficie de los LT y su ligando especi- 
fico expresado en las celulas dendriticas (PD-1 y PD-L1, respecti- 
vamente). En otros terminos, un cambio sutil en la envoltura viral, 
es responsable de la promotion de la infeccion persistente en este 
modelo experimental. Dado que la administration de anticuerpos 
monoclonales anti-receptor para IL-10 limita la infeccion persis- 
tente, (asi como lo haria un inhibidor de la interaccion PD-1 / PD- 
Ll), esta nueva via regulatoria de las infecciones virales, emerge 
como una potential y poderosfsima herramienta a ser utilizada con 
fines terapeuticos en otras infecciones persistentes, tales como las 
producidas por HIV, HBV o HCV, entre otras. 
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Figura 25.1.4. Evolucion de la infeccion con virus Jumn en ratones lactantes atimicos (nude) y en eutimicos. La 

respuesta inmune celular es responsable de la muerte de los animales inmunocompetentes, mientras que su ausencia 
posibilita la instalacion de la infeccion persistente en los atimicos. 


3. Arenavirus del nuevo mundo o complejo tacaribe 

Todos los arenavirus del complejo Tacaribe han sido aislados de roe- 
dores de America. Estos virus producen infecciones persistentes en 
roedores silvestres, siendo una excepcion el virus Tacaribe, que file 
aislado de murcielagos, aunque aun se desconoce si existe tambien 
un reservorio roedor. Se considerara con mayor detalle a la infeccion 
producida por el virus Junin, agente de la fiebre hemorragica argenti- 
na, haciendose una breve referenda a las infecciones producidas por 
los virus Machupo, agente de la fiebre hemorragica boliviana, Gua- 
narito, agente de la fiebre hemorragica venezolana, Sabia, agente de 
la fiebre hemorragica de Brasil, y algunos de los datos mas salientes 
de la infeccion por otros arenavirus patogenos para el hombre descu- 
biertos muy recientemente. 

3. 1 Virus Junin: fiebre hemorragica Argentina (FHA) 

3.1.1 Introduccion 

La FHA es una enfermedad endemo-epidemica que afecta principal- 
mente a trabajadores rurales de una de las zonas agricolo-ganaderas 
mas importantes de Argentina: la pampa humeda. 

Resena historica. Los primeros registros de la enfermedad 
(por entonces desconocida como entidad nosologica definida) se 
remontan probablemente a 1943, donde en el Htal. "Julio de Vedia" 
de la localidad de 9 de Julio (Noroeste de la provincia de Buenos 
Aires), se observo una inusual epidemia de "gripe" con elevados 
registros termicos, asociada a un 60% de mortalidad. A esta enfer- 
medad se la conocio por esos anos simplemente como "la fiebre". 
Fue recien mediante la descripcion del medico de Bragado Rodolfo 
Arribalzaga, que se conocio en 1955 una descripcion cllnica com- 
pleta de la enfermedad. Fue considerada un problema de Salud 


Publica por las autoridades nacionales y provinciales en 1958, a 
raiz de una grave epidemia que ocurrio ese ano en la localidad de 
O’Higgins (partido de Chacabuco, Pcia. de Buenos Aires), enfer- 
mando principalmente a trabajadores rurales, afectados a la cose- 
cha del malz. De allf que a esta enfermedad tambien se la conocio 
como mal de O’Higgins, "gripon", fiebre hemorragica argentina o 
mal de los rastrojos (conjunto de restos de tallos y hojas que que- 
dan en el terreno tras cortar el cultivo). 

El virus Jumn, agente etiologico de esta enfermedad, fue ais- 
lado en Buenos Aires en 1958 por dos grupos de investigadores 
argentinos dirigidos por los Dres. Armando S. Parodi (Catedra de 
Microbiologia y Parasitologia, Facultad de Medicina, Universidad 
de Buenos Aires) y (subsiguientemente) Ignacio Pirosky (Institu- 
te Nacional de Microbiologia "Carlos G. Malbran"). Los primeros 
aislamientos se realizaron a partir de sangre y organos de pacientes 
fallecidos en la localidad de Junin, Pcia. de Buenos Aires, de donde 
proviene el nombre asignado a este virus. 

Inicialmente, el area endemica abarcaba las localidades de 
Junin, Gral. Viamonte, Chacabuco, Alberti, Bragado, Nueve de Ju- 
lio y Rojas, alcanzando una superficie de 16.274 km 2 y una pobla- 
cion potencialmente expuesta de 268.049 habitantes 

En 1961 se reconocio a la fiebre hemorragica argentina como 
una enfermedad profesional de los trabajadores agropecuarios (de- 
creto 4894 del 21 de junio de 1961). 

En los anos siguientes, el virus pudo ser aislado de roedores sil- 
vestres persistentemente infectados (generos Calomys y Akodon) 
capturados en areas endemicas de la pampa humeda. Posterior- 
mente, se realizaron numerosos estudios que permitieron conocer 
las caracterlsticas de la enfermedad, su patogenia en animales de 
experimentacion y en el hombre, etc. Estos estudios culminaron 
entre 1970 y 1990, con el desarrollo del tratamiento especifico y, 
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posteriormente, de una vacuna para prevenir la enfermedad, la que 
actualmente se produce en el pais. 

Caracteristicas generales. Habitualmente, la infeccion del ser 
humano con cepas salvajes produce enfermedad clinica (fonnas 
leves, moderadas o graves y aun mortales). La mortalidad sin tra- 
tamiento especifico es alta: 15-20 %. Sin embargo, tambien exis- 
ten infecciones inaparentes o subclinicas, las que se han detectado 
en areas endemicas (2-4% de los pobladores) o en accidentes de 
laboratorio (20% de los casos). Estas infecciones subclinicas se 
documentan mediante la deteccion de anticuerpos especificos en 
ausencia de enfermedad. Se desconoce si las infecciones subclfni- 
cas en areas endemicas se deben a cepas de menor virulencia o a 
otros factores. 

El virus Junm puede producir infecciones persistentes en roe- 
dores silvestres y animales de experimentacion (ratones, cobayos, 
ratas, ratones congenitamente atimicos, etc.) asi como tambien en 
cultivos celulares, pero no se las ha observado en el ser humano. 

3.1.2 Puerta de entrada 

El virus Junin penetra al organismo humano por via cutaneo-mu- 
cosa a traves de escoriaciones en la piel (frecuentes en trabajadores 
rurales) o por mucosa conjuntival, oral o nasal por inhalacion de 
aerosoles contaminados con virus, producidos durante la cosecha 
manual o mecanica. 

La principal fuente de contagio son las secreciones (orina y 
saliva) de roedores persistentemente infectados ( Calomys muscu- 
linus, Akodon azarae y otros) que contaminan pastos y rastrojos 
en las areas endemicas. La transmision interhumana es de minima 
importancia aunque se han registrado escasos casos excepcionales 
entre parejas. 

En el laboratorio es posible contraer la infeccion accidental- 
mente por via cutanea o mucosa, como consecuencia de acciden- 
tes al manipular animales infectados sin la adecuada proteccion, 
aspirar con la boca suspensiones de virus contenidas en pipetas 
(practica que no debe realizarse al existir propipetas) o inhalar 
aerosoles infectados. Muchas de estas infecciones fueron graves 
y se registraron casos mortales antes de que se adoptaran rigu- 
rosas medidas de bioseguridad en el trabajo del laboratorio y se 
conociera el tratamiento especifico para la enfermedad. En la cla- 
sificacion actual de agentes patogenos, el virus Junin esta ubicado 
entre los que se clasifican en la categoria IV (los mas peligrosos) 
y por ello solamente debe ser manipulado bajo normas de maxi- 
ma bioseguridad (nivel 4; vease el Capitulo 57 Bioseguridad) 

3.1.3 Caracteristicas del virus Junin 

El virus Junin comparte las principales caracteristicas de la farni- 
lia Arenaviridae. Los viriones son ovales o pleomorficos de 50 
- 200 nm y contienen un numero variable de granulos de aspecto 
ribosomal (Figura 25.1.1 A). Posee una envoltura lipoproteica que 
adquiere al brotar de la celula. En la envoltura se encuentran im- 
portantes glicoproteinas antigenicas. 

Genoma. El genoma consiste en dos especies de RNA mo- 
nocatenario de 33 S (segmento L) y de 25 S (segmento S). Sus 
pesos moleculares son de 2,4 x 10 6 y 1,3 x 10 6 , respectivamente. 
Al igual que otros arenavirus contiene proporciones variables de 
RNA de 28, 18y2-6Sde origen celular (ribosomas y RNA de 
transferencia). 

El S RNA (de la cepa MC-2 de virus Junin) consta de 3 400 
nucleotidos. Al igual que en otros arenavirus se han detectado dos 
marcos abiertos de lectura que codifican para la nucleoproteina 
y la glicoproteina precursora en sentido antiparalelo (estrategia 
bisentido o ambisense ). 

El gen N (de polaridad negativa) consta de 1 692 nucleotidicos 
y codifica en la secuencia viral complementary una proteina de 
564 aminoacidos. Existe significativa similitud en dicha secuencia 
aminoacidica entre Junin y Tacaribe. 

El gen GPC codifica para la glicoproteina precursora en el sen- 
tido del genoma viral (polaridad positiva). El peso molecular esti- 


mado de la GPC es de 55 123 Da, el cual es menor que los 72kDa 
detenninados mediante su analisis electroforetico. Esa diferencia 
es atribuida a la glicosilacion cotraduccional de dicho polipeptido 
precursor. 

Se ha observado elevado grado de homologia entre los extre- 
mos carboxi-terminales (correspondientes a la GP2) de la GPC de 
los diferentes arenavirus hasta ahora estudiados, mientras que exis- 
te divergencia en el extremo amino-terminal correspondiente a la 
GP 1 . Sin embargo, la comparacion del extremo amino-terminal de 
los virus Tacaribe y Junm, muestra una region de alta homologia 
que se extiende durante los primeros 40 aminoacidos con solo 5 
sustituciones. 

Al igual que en otros arenavirus, se ha detectado que los extre- 
mos 3’ y 5’ de S RNA de Junin son complementarios, por lo que 
producen una estructura secundaria parcialmente bicatenaria. 

Asimismo, la region que separa los genes N y GPC adopta una 
configuration en doble rulo (doble U invertida) muy estahle, sepa- 
rados por una bisagra de 3 nucleotidos. 

Asimismo, se ha documentado al igual que en otros arenavirus 
que el fragmento L de RNA codifica en sentido opuesto las protei- 
nas Z y L (polaridad de mensajero para Z en el extremo 5’ y anti- 
mensajero para L en el extremo 3’). 

El analisis nucleotidico del fragmento L de la cepa Candid # 
1 vacunal y de la cepa patogena XJ 13, revelo la presencia de 12 
mutaciones en el gen L, pero ninguna en Z. Seis de las mutaciones 
nucleotidicas determinaron cambios aminoacidicos en la polime- 
rasa viral. Estos cambios aminoacidicos, junto a otros 6 documen- 
tados en la region codificante de la GPC en el fragmento S (4 en 
G1 y 2 en G2), son actualmente considerados como los potenciales 
responsables de la atenuacion de la cepa vacunal. Respecto a dicha 
atenuacion, se desconoce la signification de la variabilidad nucleo- 
tidica observada en la region 5’ no codificante del fragmento S de 
la cepa vacunal Candid # 1 respecto a la secuencia de las cepas 
patogenas. 

Protefnas. El genoma del virus Junin codifica las 4 proteinas 
observadas en otros arenavirus: la nucleoproteina N, la glicoproteina 
precursora GPC de envoltura (de la que derivan G1 y G2 por cliva- 
je proteolitico post-traduccional), la proteina Z y la polimerasa L. 
La denomination de G1 en el caso de virus Junin no corresponde 
-como la GP 1 de otros arenavirus- a un mayor peso molecular, sino 
a sus propiedades biologicas y funcionales.Gl es la responsable de 
la induction de anticuerpos neutralizantes. Junto con la glicoproteina 
G2 y el peptido serial estable de 58 aa (SSP) forman un complejo 
trimerico unido en forma no covalente en la envoltura viral. Este 
complejo fonna las espiculas del virus, protruyendo unos 5-10 nm 
desde la superficie. El dominio transmembrana de G2 mantiene al 
complejo trimerico anclado a la envoltura. A su vez, SSP es impor- 
tante para la funcionalidad de G2, dado que su remocion impide la 
fusion celula-celula pH dependiente. Este peptido serial tambien in- 
fluiria el direccionamiento (trafico) del complejo trimerico a los rafts 
lipidicos de colesterol y esfingolipidos apropiados de la membrana 
celular (dominios especializados de la membrana ricos en dichos li- 
pidos y proteinas) que funcionan como plataformas para la interac- 
tion proteina-proteina y para el ensamblado macromolecular. 

Las proteinas L y Z funcionan como RNA polimerasa-RNA 
dependiente y como proteina de matriz, respectivamente. 

Relaciones antigenicas. El virus Junin cruza serologicamente 
con otros integrantes del complejo Tacaribe en las reacciones de 
fijacion de complemento y de inmunofluorescencia. La relation es 
mas estrecha con el virus Tacaribe, con el cual comparte al me- 
nos un epitope de la glicoproteina de envoltura. Tacaribe pareceria 
no ser patogeno para el hombre (hay un solo caso registrado con 
discrete compromiso neurologico) ni para cobayos o marmosets. 
Por el contrario, la infeccion inaparente de estos animales induce 
proteccion completa y duradera contra el desafio con Junin. Por 
estas razones el virus Tacaribe fue propuesto como posible vacuna 
heterologa para la fiebre hemorragica argentina. 
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Figura 25.1 .5. Diagnostico serologico de fiebre hemorra- 
gica argentina mediante inmunofluorescencia indirec- 
ta. Celulas BHK-21 persistentemente infectadas con virus 
Junin expresan antigenos virales en forma de granulos intra- 
citoplasmaticos. El revelado de la reaccion inicial entre anti- 
genos de Junin y el suero del paciente en el que se investiga 
la presencia de anticuerpos anti-Junin se realiza mediante la 
subsiguiente incubacion con suero anti-lgs totales marcado 
con fluoresceina (x 400). 
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Un estudio colaborativo entre los grupos dirigidos por las Dras. 
Elsa B. Damonte y Maria T. Franze Fernandez, documento que al 
inocular experimentalmente a cobayos con dos dosis de virus vacci- 
nia recombinante conteniendo la glicoproteina precursora de Taca- 
ribe (pero no con su nucleoproteina), se genera proteccion cruzada 
anti-Junin en el 50% de los animales desafiados subsiguientemente 
con este virus, aun en presencia de bajos o nulos titulos de anticuer- 
pos neutralizantes anti-Junm. Cuando se administraron dos dosis de 
la glicoproteina precursora de Junin expresada en el contexto del vi- 
rus vaccinia recombinante, dicha proteccion ascendio al 72%, aun 
cuando los titulos de anticuerpos anti-Junin tambien fueron de esca- 
sa cuantla o estuvieron ausentes. Estos resultados sugieren que una 
respuesta protectora mediada por celulas citotoxicas CD8 + o por una 
respuesta B de memoria, que acelerarla la generation de anticuerpos 
anti-glicoprotelna de Junin ante el desafio con la cepa salvaje de este, 
serlan responsables de la proteccion conferida por el virus Vaccinia 
recombinante que expresa la GPC homologa (de Junin) o heterologa 
(de Tacaribe) frente al desafio posterior de los cobayos con una cepa 
patogena de virus Junin, evitando la muerte en un porcentaje signi- 
ficative de estos. 

Por el contrario, las reacciones cruzadas entre Junin y los are- 
navirus del viejo mundo son muy debiles. Sin embargo, a pesar de 
la distancia antigenica, Junin y LCM pueden interactuar y experi- 
mentalmente se han obtenido recombinantes in vitro. 


Aislamiento. El virus Junin replica en animales de experimen- 
tation (cobayos, ratones lactantes, ratas, marmosets y primates) y 
en varios cultivos celulares. En ratones lactantes produce una ence- 
falomielitis mortal a los 7 - 14 dias post-inoculacion y en cobayos 
(dependiendo de la cepa viral) induce una enfermedad hemorragica 
letal, similar a la del ser humano, aunque habitualmente sin com- 
promise del SNC. Estos dos hospederos se utilizaban habitualmen- 
te para el diagnostico de certeza por aislamiento viral, a partir de 
sangre de pacientes 6 de roedores infectados en la naturaleza (ac- 
tualmente se tiende a reemplazar este procedimiento por tecnicas 
que detectan el genoma viral con adecuada sensibilidad como la 
RT-PCR). 

Si bien el virus Junin replica en diversas llneas celulares solo 
produce ACP en celulas Vero y en MRC-5, donde tambien es posible 
detectarlo por tecnicas de plaqueo bajo agarosa. La ACP es de apa- 
ricion lenta y progresiva y consiste en focos de celulas redondeadas 



1 1958 - 1984 
1984 • 2006 


CORDOBA 


Figura 25.1.6. Area endemica de la fiebre hemorragica 
argentina. Reproducido con autorizacion. (Enria DA et at, 
Antivir Res 78:1 32-9, 2008). 


que se desprenden de la monocapa. En las infecciones en cultivos 
pueden producirse dos tipos de partlculas: las completas, que indu- 
cen ACP en otros cultivos y son sensibles a la luz ultravioleta y otras 
que son resistentes y se denominan partlculas defectivas. La slntesis 
de estas ultimas se favorece con altas multiplicidades de infection. 
La funcion de las partlculas defectivas parece ser la de modular la 
aparicion de ACP y se ha sugerido que intervienen en el manteni- 
miento de las infecciones persistentes in vitro. 

El virus Junin puede producir in vitro infecciones persistentes 
en lineas celulares. Por ejemplo, una sublinea de celulas BHK-21, 
persistentemente infectada se ha empleado para el diagnostico se- 
rologico de fiebre hemorragica argentina mediante inmunofluores- 
cencia indirecta. (Figura 25.1.5) 

3.1.4 Area endemica y Epidemiologla 

Como se menciono anteriormente (item 3 . 1 . 1 ), en la decada de 1 950 
el area afectada superaba los 1 6 000 km 2 y la poblacion potencial- 
mente expuesta alcanzaba los 268 049 habitantes del noroeste de la 
Pcia. de Buenos Aires. Desde entonces, esta superficie se expandio 
a las Pcias. de Cordoba, Santa Fe y La Pampa, incrementandose la 
misma (desde 1963 hasta 1975) 5 veces. Actualmente, abarca una 
superficie de 150 000 km 2 , con una poblacion a riesgo estimada en 
5 000 000 de habitantes (Figura 25.1.6). 

Se han registrado brotes epidemicos cada ano, sin interruption 
desde 1958, notificandose entre 300 y 3 000 casos anuales (Figura 
25.1.7). 

La FHA presenta una incidencia estacional, con un pico en oto- 
no (abril, mayo, junio) que coincide con las cosechas de maiz y 
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sorgo; dicha incidencia esta a su vez relacionada con el aumento en 
la densidad de roedores, lo que favorece el contacto del trabajador 
rural con los reservorios infectados. La mayor incidencia en tra- 
bajadores rurales, varones de 20 - 40 anos, es debida a una mayor 
exposicion al virus por la Indole de las tareas agricolas. 

Dentro de las areas endemicas, existen variaciones en la inci- 
dencia de la enfermedad de ano a ano, de acuerdo a las zonas. Tam- 
bien se han observado variaciones en la incidencia global de esta 
enfermedad que fue mayor durante los primeros 15 anos desde su 
aparicion, registrandose una significativa disminucion en las subsi- 
guientes decadas, pero mas pronunciadamente desde la institution 
de la vacunacion con Candid # 1 . 

En areas endemicas las especies de roedores que se han captu- 
rado persistentemente infectadas son: Calomys musculinus (28%) 
-principal reservorio-, Calomys laucha (20 %) y en menor propor- 
tion Akodon azarae y Mus musculus (Figura 25.1.8). 

Sin embargo, en zonas alejadas del area conocida como ende- 
rnica, tambien se han capturado roedores infectados. En 1983 en 
Pila, Pcia. de Buenos Aires, se capturaron Akodon infectados y se 
demostraron infecciones subclinicas en pobladores que no habian 
abandonado esa zona en ocasion alguna. Otras encuestas serologicas 
demostraron que las infecciones inaparentes o subclinicas ocurren en 
el 4% de los residentes de las areas endemicas, mientras que el 96 % 
restante de la poblacion continua susceptible. Las causas de estas in- 
fecciones inaparentes se desconocen, aunque debe tenerse en cuenta 
que las oportunidades para la transmision del virus pueden cambiar. 
Por ejemplo, en las epidemias iniciales, la enfermedad afectaba a 
trabajadores en la cosecha de malz. Coincidentemente, los campos 
de maiz presentaban mayor densidad de roedores reservorios que los 
campos de soja u otros cereales. 

De alii que se postulara la necesidad de favorecer el cultivo 
rotativo de soja y girasol para contribuir a un control ecologico de 
la fiebre hemorragica. 

Sin embargo, son muchos los factores que deben tenerse en 
cuenta. Por ejemplo, ademas del principal reservorio (Calomys 
musculinus), existen otros que, o bien estan infectados en la na- 
turaleza ( Akodon azarae), o bien pueden serlo potencialmente ya 
que se ha demostrado infeccion experimental en ellos ( Akodon 
molinae, Calomys callidus, etc.). Esto significa que hipoteticamen- 
te, el area endemica actual podrla extenderse a otras areas cuando 
ocurran cambios en los cultivos u otros factores climatologicos 
que favorezcan el aumento de roedores reservorios y se facilite la 
exposicion del hombre a los mismos. Los roedores se reproducen 
desde los meses de primavera hasta principios de otono. La mayor 
densidad de los mismos se registra a fines de verano y otono (epoca 
de cosechas), decayendo en invierno debido a las heladas y a la 
falta de cobertura vegetal. 

La actividad agricola puede modificar la cantidad de roedores. 
En zonas endemicas donde se habian realizado cultivos intensivos 
de maiz se demostro un aumento de la densidad de Calomys y dis- 
minucion de los sistemas ecologicos de control de los mismos, ta- 
les como especies predadoras (aves, mamiferos silvestres) y otros 
roedores competidores. Debido a esto, se ha sugerido la rotation de 
los cultivos y el pastoreo intensivo de los campos antes del cultivo, 
como un metodo para disminuir la cantidad de Calomys musculinus. 

3.1.5 La enfermedad humana 

La FE1A es una enfermedad endemo-epidemica que ataca preferen- 
temente a varones en la edad media de la vida. Presenta una amplia 
variation en cuanto a su gravedad, ya que pueden observarse desde 
infecciones inaparentes hasta formas leves, moderadas, graves y 
aun mortales. 

La infeccion con virus Junto conduce generalmente -luego de 
un perlodo incubation de 6 - 14 dias- a una enfermedad cltoica 
caracterizada por un sindrome febril, diatesis hemorragica, leuco- 
plaquetopenia y compromiso variable del SNC. La mayoria de los 
pacientes se cura, pero un 15 - 20% de los casos no tratados son 
fatales, siendo habitual en estos pacientes un notorio compromiso 
del SNC. 


La enfermedad exhibe tres fases: prodromica, neurologica- 
hemorragica y de convalecencia. 

La fase prodromica es insidiosa, y se extiende una semana lue- 
go de iniciados los sintomas. Incluye fiebre (38-39°C), cefalea, ma- 
lestar, escalofrios, dolor retroorbitario, fotofobia, congestion de la 
conjuntiva ocular y edema periorbitario, rubicundez de facies, cuello 
y torax superior, mialgias, dolor epigastrico, con mareos, nauseas o 
vomitos, constipation o leve diarrea. En el paladar blando, es habi- 
tual la presencia de enantema petequial y con pequenas vesiculas. 
Las encias estan congestionadas y pueden sangrar a la presion leve. 
Es caracterlstica la presencia de petequias cutaneas en el torax supe- 
rior, las regiones axilares y los brazos. Los pacientes exhiben ade- 
nomegalias cervicales. Hacia el final del perlodo se observa un fino 
temblor de manos y lengua; pudiendo observarse a los enfermos en 
estado de irritabilidad o letargia. Raramente, se documenta hepato- 
esplenomegalia y/o ictericia. 

La fase hemorragica-neurologica se observa en un 20 - 30% 
de los pacientes al cabo de 8 - 12 dlas de comenzados los sin- 
tomas. Las hemorragias y la afectacion del SNC son severas. Se 
observa hematemesis, melena, epistaxis, hemoptisis, hematuria y 
metrorragia. El compromiso neurologico comienza con un estado 
confusional, ataxia, irritabilidad y temblores, seguido de delirio, 
convulsiones y coma. La insuficiencia renal aguda se observa solo 
en los casos terminales, luego de un perlodo prolongado de shock 
que conduce a la necrosis tubular aguda. La inmunodepresion tran- 
sitoria favorece la sobreinfeccion bacteriana, que puede causar 
neumonias o sepsis. 

La fase de convalecencia se prolonga por 1-3 meses. Los 
pacientes exhiben irritabilidad, astenia muy ostensible, trastomos 
mnesicos, y calda del cabello. Luego de un perlodo asintomatico, 
aproximadamente un 10% de los pacientes a quienes se les ad- 
ministra plasma inmune de convaleciente desarrolla un sindrome 
neurologico tardlo, caracterizado por fiebre, signos cerebelosos 
(ataxia) y paralisis de diversos pares craneales. 

Las fonnas clinicas pueden ser: abortivas (2 %), leves (20 %), 
comunes (70 %), graves (5 %) o mixtas (3 %). Las formas aborti- 
vas presentan escasas manifestaciones clinicas; las leves presentan 
cuadros atenuados; las fonnas comunes, que son la mayoria, pue- 
den calificarse como tificas comunes, tificas vasculares o tificas 
nerviosas. Las formas graves pueden ser hemorragicas, neurolo- 
gicas o mixtas. 

En la forma cltoica comtin las caracterfsticas habituales son: 
perlodo de incubation de una a dos semanas; perlodo de invasion 
con fiebre, cefaleas, decaimiento y dolor retro-ocular; periodo de 
estado en el que se anaden a lo ya mencionado, petequias en piel, 
enantema bucofarlngeo y conjuntival, hemorragias gingivales 
e inestabilidad de la marcha y facies de ebrio. Existe importante 
leuco-plaquetopenia y celulas redondas en orina (celulas de Mi- 
lani). Posterionnente, se agregan manifestaciones hemorragicas o 
neurologicas de diversa intensidad. 

De acuerdo a su evolution, las formas clinicas pueden clasifi- 
carse en: a) aguda con recuperation a las 2 - 3 semanas; b) aguda 
que conduce a la muerte en 2 - 3 semanas; c) aguda con recupera- 
tion y reaparicion de un sindrome neurologico tardio a las 4-6 se- 
manas (forma a doble onda) que habitualmente no es letal, aunque 
puede ser grave. 

3.1.6 Diagnostico 

La sospecha de fiebre hemorragica se sustenta en un trlpode epi- 
demiologico, clinico y de laboratorio. El diagnostico presuntivo 
debe plantearse ante un paciente con antecedentes epidemiolo- 
gicos (trabajador rural o concurrente al area endemica en epoca 
de brotes epidemicos) que presenta fiebre, cefaleas, dolor retro- 
ocular, astenia y presenta leuco-plaquetopenia y celulas redondas 
en orina. 

El diagnostico de certeza se obtiene mediante el aislamiento 
del virus o detection de su genoma a partir de la sangre en periodo 
agudo, 6 la detection de IgM especifica o bien a traves de la con- 
version serologica en muestras pareadas de suero. En organos obte- 
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nidos en autopsia tambien pueden emplearse los metodos directos 
(Tabla 25.1.3, Figure 25.1.9). 

Metodos Directos: 

Aislamiento e identificacion.El aislamiento puede realizarse en 
celulas Vero donde el virus producira ACP al cabo de 1 - 2 sema- 
nas o bien en animales sensibles a la infeccion, como los ratones 
lactantes que desarrollaran cuadros neurologicos o los cobayos que 
desarrollaran cuadros hemorragicos similares a la enfennedad hu- 
mana. 

El aislamiento puede demorar hasta 2 semanas. En todos los 
casos es indispensable identificar el virus aislado, lo cual puede 
realizarse mediante neutralizacion -que demorara 1-2 semanas 
mas-, o por tecnicas rapidas como la inmunofluorescencia sobre 
celulas o cortes de tejidos infectados, lo que puede insumir varias 
horas. 

Dado el bajo titulo de virus Junta en la etapa precoz de la infec- 
cion (cuando debe instituirse el tratamiento especifico con plasma 
inmune), la sensibilidad del aislamiento oscila alrededor del 60%. 
Dicho valor, puede incrementarse significativamente hasta un 90% 
mediante el cocultivo de linfo-mononucleares de sangre periferica 
del paciente con celulas Vero. Sin embargo, dada la laboriosidad 
requerida para su implementation, esta tecnica no es utilizada ru- 
tinariamente. 

La deteccion de antigenos de virus Junin circulantes en sangre 
periferica mediante ELISA no tiene suficiente sensibilidad, por lo 
que no se utiliza esta tecnica. 

Deteccion del RNA del virus Junin. Se ha desarrollado una 
RT-PCR para lograr un diagnostico rapido de la infeccion. La 
muestra clinica de election es la sangre. Mediante un procedi- 
miento desarrollado por Victor Romanowski y colaboradores, se 
ha observado una sensibilidad del 98% asociada a una alta espe- 
cificidad. Esta tecnica permite detectar 0,01 UFP/200pl de mues- 
tra de sangre entera, o la presencia de una unica celula infectada 
entre 10 4 no infectadas. 

La muestra a remitir al laboratorio consiste en 2,5 ml de sangre 
entera anti-coagulada mezclada con igual volumen de una solution 
de disruption 8M de isotiocianato de guanidinio (GTC: un agente 
caotropico que pennite la rapida inactivation de ribonucleasas, au- 
mentando la sensibilidad). 

El procedimiento consiste en la obtencion del RNA a partir la 
muestra de sangre entera-GTC mediante extraction con fenol aci- 
do - cloroformo, seguido de n-butanol, posterior precipitation con 
etanol y resuspension en agua esteril libre de ribonucleasas. 

La utilization de GTC inactiva la infectividad viral, por lo que 
es posible el transporte de la muestra (aun a distancia) conteniendo 
dicho agente para minimizar los riesgos de accidente. 

Una vez obtenido el RNA, la RT-PCR amplifica la region es- 
pecifica hacia la que estan dirigidos los cebadores (fragmento S) 
obteniendose las bandas correspondientes al tamano esperado, que 
son visualizadas mediante electroforesis en gel de agarosa tenidos 
con bromuro de etidio y transiluminadas con luz UV. Este procedi- 
miento requiere pocas horas para obtener el resultado. 

Metodos Indirectos: La deteccion de IgM especifica puede in- 
vestigarse por IFI en sueros de periodo agudo. La conversion sero- 
logica requiere dos muestras pareadas de suero, una obtenida en el 
periodo agudo y otra en el de convalecencia.(14 - 21 dlas despues). 
Los anticuerpos pueden detectarse mediante neutralizacion (Nt), 
inmunofluorescencia indirecta (IFI) o ELISA (Figura 25.1.9). 

3.1.7 Patogenia 

Se asume que la mayoria de los casos de FHA resultan de la inha- 
lation de virus Junin contenido en material de roedores infectados. 
Tambien es posible el ingreso del virus mediante accidentes per- 
cutaneos con rastrojos contaminados con fluidos infectados de los 
roedores. El virus puede replicar inicialmente en pulmones, con 
posterior diseminacion sistemica a otros tejidos / organos. El vi- 
rus Junin replica en endotelio vascular, bazo, medula osea y otros 
organos linfohematopoyeticos e higado. La viremia es prolongada 


superponiendose al periodo febril. En los casos mortales se pueden 
observar en la autopsia hemorragias generalizadas, hipoplasia de 
medula osea, hiperplasia reticular en ganglios, necrosis hepatica 
con cuerpos acidofilos, necrosis papilar y tubular con hemorragias 
en rinon, y miocarditis. Salvo los cuerpos acidofilos, estas lesiones 
no son especificas de infeccion viral. 

En la mitad de los casos, aproximadamente, los pulmones 
exhiben sobreinfeccion bacteriana secundaria, dando origen a 
neumonias lobares o abscesos. El tejido hematopoyetico esta in- 
tensamente afectado; alii coexisten altos tltulos de virus, necrosis 
linfoidea e inhibition aguda transitoria de la hematopoyesis, la 
cual afecta principalmente a las plaquetas y granulocitos. En los 
pacientes que evolucionan a la curacion hay recuperation de la 
funcion medular. 

La hemorragia es el resultado de la trombocitopenia (defecto 
cuantitativo), y de un anormal funcionamiento de las plaquetas 
(defecto cualitativo inducido por un factor plasmatico). Existen 
alteraciones de la hemostasia tales como la prolongation del 
tiempo parcial de tromboplastina activada (KPTT), y bajos nive- 
les de los factores VIII, IX y plasminogeno. Los niveles elevados 
del factor von Willebrand son consecuencia de la afectacion de 
las celulas endoteliales. 

Con la exception de las lesiones del tejido hematopoyetico, las 
alteraciones descritas parecerfan ser secundarias a las lesiones ca- 
pilares generalizadas, a las hemorragias, las sobreinfecciones bac- 
terianas y/o al consiguiente estado de choque. 

Los estudios de microscopia electronica e IF demostraron alte- 
raciones del reticulo endoplasmico rugoso, en coincidencia con la 
expresion de antigenos virales en organos hematopoyeticos, higado 
y rinon. Teniendo en cuenta estos hallazgos, sumados a la ausencia 
de depositos de Ig o de C, se postulo que el virus Junin ejerce un 
efecto citopatico directo sobre los tejidos. Pudo, ademas demostrar- 
se activation de los factores de coagulation y del C serico, aunque 
dichas alteraciones no se asocian directamente con la gravedad de 
la enfermedad. Los elevados niveles de interferon alfa (IFN-a) y 
factor de necrosis tumoral alfa (TNF-a) detectados podrlan parti- 
cipar en la gravedad de la forma clinica. Los niveles muy elevados 
de IFN-a observados en la fase viremica, declinan con la adminis- 
tration del plasma inmune especifico. 

La respuesta inmune humoral anti-virus Junin, se detecta tar- 
diamente (por FC o NT) aunque por IF pueden demostrarse anti- 
cuerpos ya a la segunda semana, en los casos que evolucionaran 
favorablemente. 

Durante la fase aguda, las poblaciones de linfocitos T y B es- 
tan disminuidas, y se observa una diminution de los LT CD4 + , lo 
que implica una inmunodeficiencia transitoria, la que desaparece 
durante la convalecencia. Se ha documentado infectividad en linfo- 
mononucleares circulantes en sangre en la etapa aguda. 

La patogenia del compromiso neurologico, presente en diverso 
grado en la mayoria de los casos, no ha sido aun dilucidada, ha- 
biendose descrito ausencia de lesiones histologicas, coexistencia de 
antigeno viral y de Igs formando complejos en el endotelio capilar 
y resultados negativos al intentar la deteccion de virus infectivo. 

3.1.8 Tratamiento 

El tratamiento especifico consiste en la administration de anticuer- 
pos especificos anti-virus Junin, que se obtienen de plasma inmu- 
ne, proveniente de individuos convalecientes de fiebre hemorragica 
argentina. El tratamiento debe instituirse en forma precoz para ser 
efectivo. 

Su administration antes del 8™ dla de enfermedad clinica per- 
mite reducir la mortalidad del 15-20% (casos no tratados) a menos 
de un 3%. Un estudio doble ciego realizado entre 1974 y 1978 con 
188 casos confirmados de FHA que recibieron 500 ml plasma in- 
mune de convalecientes de FHA o de plasma normal (sin anticuer- 
pos anti-Junin) documento que la mortalidad era del 1,1% en el 
primer caso y del 16,5% en el segundo, lo que establecio inequivo- 
camente el valor crucial de los anticuerpos especificos en el curso 
de la enfermedad. 
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Figura 25.1.7. Casos notificados y confirmados de Fiebre hemorragica argentina (1958-2006). Reproducido con auto- 
rizacion. (Enria DA et at, Antivir Res 78:132-9, 2008). 



Figura 25.1.8. Calomys musculinus, principal reservorio 
del virus Junin. (Cortesia de la Dra. S. Merani; Facultad de 
Medicina, UBA). 


Teniendo en cuenta las variaciones en los titulos de anticuer- 
pos neutralizantes de los plasmas inmunes de diferentes indivi- 
duos, actualmente se modified el esquema primitivo de volumen 
fijo (500 ml) por otro que tiene en cuenta el tltulo de anticuerpos 
neutralizantes, el volumen a transfundir y el peso corporal del 
paciente, con lo cual se definen unidades terapeuticas (UT). El 
calculo se basa en la ecuacion: 

UT= X (peso x tltulo de cada unidad) / peso corporal 
Se recomienda la administracion de 3 500 UT / kg. de peso. 
Esta inmunizacion pasiva se asocia en un 10 % de los casos 
a la aparicion de un sindrome neurologico tardfo, cuya patogenia 
se desconoce, aunque se ha sugerido un mecanismo inmunologico 
con persistencia de antfgenos virales en el SNC. 

En el Instituto Nacional de Virosis Hemorragicas "Dr. Julio 
Maiztegui", Pergamino, Pcia. de Buenos Aires -denominado asf 
en honor al medico que dedico su vida al estudio de esta enfer- 
medad-, se cuenta con pooles de plasma inmunes provenientes de 


convalecientes de FHA. Dado que estos plasmas se administran a 
los pacientes, es necesario realizarles los mismos controles que se 
emplean en los bancos de sangre para descartar la posibilidad de 
transmision de otras enfermedades. Por ello, en dichos productos 
biologicos se descarta la presencia de infecciones por E1IV, EIBV, 
E1CV y por los agentes etiologicos de la sifilis, la brucelosis y la 
enfermedad de Chagas. 

Si bien el tratamiento precoz (antes del 8vo. dia) con plas- 
ma inmune conteniendo anticuerpos anti-Junin logra reducir la 
mortalidad significativamente, en los ultimos anos se ha obser- 
vado un incremento de la incidencia de casos fatales de FHA. 
Ello se ha atribuido al efecto beneficioso de la vacunacion es- 
pecifica que implied una merma de la morbilidad en las areas 
endemicas, y consiguientemente, a un reconocimiento no tan 
precoz por el personal de salud de los signos clfnicos tempranos 
de la enfermedad. 

Otros tratamientos en fase experimental. 

Estudios experimentales en el marmoset Callithrix jacchus reali- 
zados por el grupo de Mercedes Weissenbacher habfan demostrado 
que la ribavirina reduce la mortalidad inducida por la infeccion con 
cepas patogenas de virus Junin. Teniendo en cuenta que esta droga 
se habfa utilizado en pacientes infectados con virus Lassa, que el 
plasma inmune es ineficaz luego del 8vo. dia de enfermedad, y que 
en el 10% de los que lo reciben se produce un sindrome neurolo- 
gico tardfo, se procedio a realizar estudios abiertos y luego -doble 
ciego- en humanos que acudieron a la consulta luego del 8vo. dia 
de enfermedad. Si bien los resultados indicaron que la ribavirina 
no reduce significativamente la mortalidad (alcanzo el 28,6%), su 
administracion se asocio a una cafda de la viremia y del IFN-a 
endogeno, prolongando el tiernpo requerido por el virus Junfn para 
llevar al obito a los pacientes. Sin embargo, se observo como efecto 
adverso la presencia de anemia. En uno de 10 casos sobrevivien- 
tes tratados con ribavirina, se documento durante la convalecencia 
temprana un sindrome febril, con alteraciones del LCR y anorma- 
lidades en las respuestas evocadas semejantes a las observadas en 
el sindrome neurologico tardfo al administrarse plasma inmune. La 
falla inicial del tratamiento con ribavirina podrfa estar asociada a 
su administracion tardfa. 
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Otras drogas que podrfan ensayarse en un futuro comprenden 
el IFN-alfacon-1, (util en el tratamiento de hamsters infectados con 
Pichinde, y con efecto sinergico al administrarse con la ribavirina), 
el compuesto ST-294 (una pequena molecula con efecto protector 
en la infection de ratones con virus Tacaribe), el compuesto T-205 
(una perazincarboxamida eficaz como tratamiento de hamsters in- 
fectados con Pichinde), XBY-52 (un oligonucleotido tioaptamero 
que protege cobayos infectados con Pichinde modulando la expre- 
sion de genes que regulan la respuesta inmune) y NSC20625 (un 
compuesto disulfurico aromatico que tiene propiedades virucidas 
sobre Junto, cuyo mecanismo de action es la inhibition de la pro- 
teina Z). 


) Corpus 
Editorial 


3.1.9 Infection con virus Junin en modelos experimentales 

En animales de laboratorio el virus Jumn induce diferentes 
respuestas dependiendo del hospedador, de su edad, via de 
inoculation y de la virulencia en la cepa empleada. 

Los estudios en animales son de fundamental importancia para 
lograr la reproduction de la enfermedad humana, y asf poder cono- 
cer su patogenesis y ensayar medidas terapeuticas o profilacticas. Es 
importante destacar que la mayorfa de estos estudios se realizaron en 
la Argentina y permitieron demostrar la eficacia de la inmunizacion 
pasiva y de las vacunas. 

La reproduction de la enfermedad humana se ha logrado en 
cobayos, en el marmoset Callithrix jacchus y en monos rhesus. Los 
cobayos y marmosets presentan fiebre, perdida de peso, petequias 
en piel y organos, hemorragias diseminadas y mueren en el 100% 
de los casos. Hay pronunciada leucopenia y plaquetopenia, elevada 
viremia y altos tftulos virales en organos. 

Modelo cobayo: El cobayo fue el hospedador mas estudiado. 
La infection con virus Junin produce en el cobayo intensa necro- 
sis del tejido linfo-hematopoyetico, con la consecuente inmuno- 
depresion (disminucion de linfocitos T, de la reactividad tuber- 
culinica y de la respuesta a antigenos timo-dependientes) (Figura 
25.1.10). La coexistencia de altos titulos de virus, antigenos y 
ACP en los mismos tejidos, as! como la ausencia de fenomenos 
inmunopatologicos o inflamatorios, demuestran un efecto directo 
del virus sobre los organos permisivos para su replication (funda- 
mentalmente tejido linfo-hematopoyetico y pulmonar). Tambien 
se han detectado altos niveles de IFN-a que podrfa ser responsa- 
ble de algunos smtomas. Del cerebro de cobayos no se recupera 
virus habitualmente, a menos que se usen cepas con neurotropis- 
mo aumentado. 

Los cobayos se emplean como marcadores de virulencia de las 
cepas de Jumn ya que la mayorfa de las cepas aisladas de pacientes 


producen una enfermedad letal. Sin embargo, existen cepas de pa- 
togenicidad moderada para el cobayo (MC2) o atenuada (XJ-Clon 
3, Candid-1). Estas dos ultimas cepas tienen importancia dado que 
ha sido o -en el ultimo caso- es empleada como vacuna. 

Los estudios de patogenesis asf como los de inmunizacion 
pasiva en el modelo cobayo permitieron fundamentar el uso del 
plasma de convaleciente como tratamiento eficaz para esta enfer- 
medad. Los cobayos que reciben inmunizacion pasiva sobreviven 
a la infection con cepas patogenas. Algunos de los animales sobre- 
vivientes desarrollan un sindrome neurologico tardio con paralisis 
de miembros posteriores. 

El tratamiento con ribavirina o tributilribavirina a cobayos in- 
fectados con Junto no reduce la mortalidad, aunque la replication 
viral esta demorada, y el tiempo de sobrevida aumentado. 

Modelo raton. La respuesta de numerosas cepas de ratones 
a la infection con virus Junto depende de la edad y de la cepa. 
Los animales lactantes (infectados por diversas vias) con cepas 
patogenas o atenuadas de virus Junto mueren en el 100 % de los 
casos a las dos semanas post-infection. Todas desarrollan signos 
neurologicos y meningoencefalomielitis, presentando gran canti- 
dad de antigenos virales en neuronas corticales, meninges y plexos 
coroideos (Figura 25.1.1 1). No desarrollan anticuerpos circulantes. 

El dafio al SNC es producido por la respuesta T del hospeda- 
dor al reaccionar con los antigenos presentes en las celulas, y no 
por la replication del virus. Esto se ha determinado fehacientemen- 
te en experimentos de inmunosupresion y mediante la inoculation 
de ratones congenitamente atimicos {nude), los que sobreviven a la 
infection y desarrollan una infection persistente asintomatica con 
elevados tftulos de virus en encefalo, en ausencia de lesiones Cuan- 
do estos ratones nude persistentemente infectados son reconstituidos 
con linfocitos T (provenientes de donantes singeneicos inmunes) 
desarrollan lesiones en el SNC y mueren (Figuras 25.1.4 y 25.1.12). 

Los ratones adultos son poco sensibles, la mortalidad es mi- 
nima, el virus replica escasamente en cerebro y se detecta una 
rapida respuesta inmune humoral. Se ha sugerido que las celulas 
T supresoras contribuirian a esta evolution. 

Roedores silvestres: En roedores silvestres, criados en el labo- 
ratorio, se ha podido demostrar la transmision horizontal del virus 
Junto en Calomys musculinus y la transmision post-natal vertical 
(a traves de leche y secreciones). Hasta el momenta, no se detecto 
transmision prenatal en roedores infectados con Junto, como suce- 
de con LCM. 

Sin embargo, las causas de la persistencia viral no ha sido aun 
dilucidada. Se ha postulado que un defecto selectivo en subpobla- 


1) Antecedente epidemiologico: 

Residencia en area endemica. Actividad rural 

Concurrencia ocasional para actividad deportiva 
(caza, pesca, camping) 

2) Cuadro clinico: 

Compatible 

3) Diagnostico presuntivo: 

Leucopenia (disminucion de linfocitos T CD 4 + )* 
plaquetopenia 

Celulas redondas (de Milani) en orina 

4) Diagnostico de certeza: 

Metodos directos 

Aislamiento del virus a partir de sangre del periodo agudo u organos 
(autopsia) en: 

- cultivos celulares (ACP) 

- ratones lactantes (encefalomielitis) 

- cobayos (hemorragias) 

Identification del virus aislado (IF, Nt) 

Detection del genoma (RT-PCR) 

Metodos indirectos 

IgM especifica (IFI o ELISA) 

Conversion serologica en muestras pareadas (IFI, ELISA o Nt) 


Tabla 25.1 .3. Diagnostico de fiebre hemorragica argentina. IF: inmunofluorescencia; Nt: neutralization / *No utilizado en 
el diagnostico de rutina / ELISA: enzimoinmunoensayo. 
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Figura 25.1.9. Diagnostico de fiebre hemorragica argentina. Obtencion de muestras. Nt: Neutralization; IFI: Inmunofluo- 
rescencia indirecta. 


ciones de LT CD4 + podria ser una de las razones que contribuirfan 
para el establecimiento de la persistencia. Otros factores de origen 
viral ya se han mencionado anteriormente. 

La infeccion experimental de otros roedores relacionados des- 
de el punto de vista filogenetico y ecologico con el principal reser- 
vorio (Calomys musculinus ) permitio demostrar que, en condicio- 
nes experimentales, tambien son sensibles a la infeccion Akodon 
molinae, Akodon dolores y Calomys callidus. Este ultimo es capaz 
de desarrollar infecciones persistentes con elimination prolongada 
de virus por fauces. Si bien esto no significa que esos roedores sean 
reservorios naturales, presentan un riesgo potencial que debera ser 
explorado. 

Infeccion de primates. Se realizaron infecciones experi- 
mentales con monos y marmosets. Las especies mas estudiadas 
fueron Macaca rhesus, Callithrix jacchus y Cebus apella. La 
infeccion de monos rhesus y del marmoset C. jacchus reprodu- 
cen las lesiones observadas en pacientes con fiebre hemorragica 
argentina. En los rhesus, se observa habitualmente hemorragia, 
necrosis de medula osea y hepatocelular, polioencefalomie- 
litis y glanglioneuritis autonomica. En C. jacchus infectados 
con Junin se observan alteraciones hematologicas, tales corno 
anemia, leuco-plaquetopenia y manifestaciones hemorragicas y 
neurologicas que producen la muerte de los animales en 17-24 
dias, en ausencia de anticuerpos neutralizantes detectables. La 
administration de suero inmune reduce la mortalidad del 100 % 
al 25% . Entre los sobrevivientes que reciben dicho tratamiento, 
se documenta -al igual que en el cobayo y en el humano- un 
sindrome neurologico tardio. Los resultados del tratamiento con 
ribavirina demostraron un aumento de la sobrevida y un retardo 
del tiempo promedio de muerte, comparado con los controles 
infectados sin tratar. Cuando dicha droga se administro a mo- 
nos rhesus en forma profilactica o terapeutica, se observo una 
modification de la sintomatologia inicial, aunque los animales 


desarrollaron un sindrome neurologico de aparicion tardia, que 
se asocio a mortalidad en la mayoria de los animales. 

El mono Cebus apella es sensible a la infeccion con la cepa 
patogena XJ de virus Junin. Sin embargo, las manifestaciones 
hematologicas son leves y transitorias. Este primate fue utilizado 
para determinar la potencial neurovirulencia de la cepa atenuada 
XJ Cion 3, utilizada -previamente al desarrollo de Candid # 1- en 
voluntarios humanos. La infeccion de estos primates se asocio a 
graves cuadros neurologicos en 25% de los animales (que causaron 
la muerte), con expresion de antigenos virales y deposito de Igs 
en neuronas del SNC. Se documento tambien que esta cepa puede 
persistir en SNC por periodos prolongados (Figura 25. 1.13 A y B). 

3.1.10. Vacunas para fiebre hemorragica argentina 
Su desarrollo. El desarrollo de una vacuna efectiva e inocua para 
FHA ha sido dificil dadas las caracteristicas del virus (persistencia, 
neurotropismo) y la carencia -en las etapas iniciales- de modelos 
experimentales que reprodujeran todas las manifestaciones clinicas 
de la enfermedad humana (hematologicas y neurologicas). 

Los estudios sobre vacunas para fiebre hemorragica han se- 
guido distintas lineas de investigation: vacuna a virus inactivado; 
vacuna a virus homologo atenuado; a virus heterologo (Tacaribe) 
y a subunidades con glicoproteinas. La busqueda de vacunas in- 
activadas (con formol u otros metodos) no resulto efectiva ya que 
si bien fue posible inducir anticuerpos neutralizantes en cobayos, 
no se logro protection. Se han estudiado tres cepas atenuadas para 
vacunas a virus vivo y atenuado homologas: XJ-Clon 3, XJ-0 y 
Candid # 1, siendo esta ultima la que esta en uso actual. 

La cepa XJ-Clon 3 fue la primera cepa atenuada ensayada 
como vacuna para uso humano. Esta cepa fue clonada en celulas 
MA 111 y es atenuada para cobayos y marmosets, induciendo 
protection completa y duradera contra el desaffo con cepas pa- 
togenas. En aquel hallazgo se baso un ensayo piloto de inmu- 
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Figura 25.1.10. Efecto de la infeccion de la medula osea de cobayo con la cepa patogena XJ de virus Junin. Se 

observan intensas lesiones celulares. Microscopia electronica de un corte ultrafino (x 8 500). Cortesia del Dr. C. Vasquez, 
Centro de Virologia Animal (CEVAN), Buenos Aires. 


nizacion de 636 voluntaries humanos con XJ-Clon 3 (una cepa 
propagada en cerebro de raton lactante) entre 1969-71 . Se detecto 
un alto indice de seroconversion para anticuerpos anti-Junln (mas 
del 90 % de los vacunados) y los tltulos de anticuerpos neutrali- 
zantes se mantuvieron elevados durante anos. Sin embargo, estu- 
dios posteriores demostraron que la cepa XJ-Clon 3 era capaz de 
atravesar la placenta e inducir persistencia en cobayos, e inducir 
lesiones inmunopatologicas en el SNC de roedores y monos Ce- 
bus apella. Teniendo en cuenta -entre otras razones- el sustrato 
en que estaba preparada la vacuna inicial y la carencia de una 
historia clara de los pasajes que habia tenido la cepa, esta fue 
abandonada y se focalizaron los esfuerzos para la busqueda de 
otras cepas atenuadas. 

La investigacion de la cepa XJ-0 dio resultados promisorios 
pero no se continuaron los estudios. 

Tambien se explore la posibilidad de una vacuna a virus he- 
terologo con el virus Tacaribe ya que no es habitualmente pato- 
geno para el hombre. Se demostro que no produce lesiones por 
mecanismos directos o indirectos en cobayos ni primates y que 
los protege solidamente contra la infeccion con Junin. Los estu- 
dios sobre XJ-Clon 3, XJ-0 y Tacaribe se realizaron en la -enton- 
ces- catedra de Microbiologia de la Facultad de Medicina de la 
Universidad de Buenos Aires. Estudios mas recientes realizados 
en cobayos, demostraron una eficacia protectora parcial del virus 
vaccinia recombinante que expresa la glicoproteina de envoltura 
de Tacaribe o de Junin frente al desafio con una cepa patogena 
de este. 


La vacuna de uso actual 

En 1979 se inicio un proyecto conjunto entre el gobiemo argentino, 
Programa de las Naciones Unidas para el Desarrollo, Oficina Pa- 
namericana de la Salud, Instituto de Investigaciones en Enferme- 
dades Infecciosas del Servicio de Sanidad del Ejercito de EE.UU- 
USAMRIID- e Instituto Nacional de Estudios sobre Virosis Hemo- 
rragicas del Ministerio de Salud y Accion Social de la Nacion-Perga- 
mino. El objetivo era desarrollar una nueva semilla de vacuna a virus 
atenuado. Entre 1979 y 1985, el Dr. Julio Barrera Ore realizo (en los 
laboratorios del USAMRIID) investigaciones que pennitieron obte- 
ner la cepa Candid # 1 de virus Junin. 

La cepa se obtuvo por clonado en celulas FRL (pulmon fetal 
de mono Rhesus) y es la mas atenuada de todas las cepas de Junin 
conocidas hasta el presente. La inocuidad, inmunogenicidad y efi- 
cacia protectora de esta vacuna experimental fueron demostradas 
en animales de laboratorio. En cobayos y primates induce una in- 
feccion inaparente con viremia y los protege totalmente del desafio 
con cepas patogenas. Presenta menor neurovirulencia para Rhesus 
que las otras cepas atenuadas conocidas. 

La cepa Candid # 1 cumplio con los requisites de inocui- 
dad requeridos por organismos internacionales y se pudo rea- 
lizar el primer ensayo en un pequeno numero de voluntarios 
humanos. No se observaron efectos adversos y se documento 
el desarrollo de anticuerpos neutralizantes, aunque a tltulos 
bajos. Entre 1985-88, se inocularon 300 nuevos voluntarios 
del area endemica y no se observaron efectos clinicos ad- 
versos. En mas del 90 % de los vacunados se detectaron an- 
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Figura 25.1.11. Expresion de antigenos del virus Jum'n en 
el encefalo de un raton eutimico al cabo de 10 dias post- 
infeccion por via intracerebral con la cepa XJ-Clon 3. Cor- 
te de tejido mediante criostato. Inmunofluorescencia indirecta, 
utilizando coloracion de contraste con azul de Evans (x 250). 


ticuerpos neutralizantes a los 30-60 dias de la inoculacion. 
Se demostro asf la inocuidad e inmunogenicidad de la cepa 
Candid #1. 

En junio de 1991, el Dr. Julio Maiztegui, por entonces Director 
del Centro Nacional de Virosis Hcmorragicas de Pergamino co- 
munico a la Academia Nacional de Medicina la eficacia de la cepa 
Candid # 1 . Para demostrarla se habian inoculado 6 500 volunta- 
ries de sexo masculino de 15 a 60 anos de edad que trabajaban o 
residian en la zona rural de 41 localidades del sur de la Pcia. de 
Santa Fe, seleccionadas por la elevada incidencia de FHA durante 
elperiodo 1984-87. 

El estudio se habia realizado en forma prospectiva, a doble cie- 
go, inoculandose el 50% de los voluntaries con la vacuna Candid 
# 1 y el 50% restante con placebo. Cuando se procedio a develar el 
resultado de los datos -hasta ese momenta codificados- se obser- 
varon los siguientes resultados: 


Inoculacion 

Numero de 
voluntarios 

Tuvieron fiebre 
hemorragica 

Vacuna 

3255 

1 

Placebo 

3245 

22 

Eficacia de la 
vacuna 

95,5% 

p=0, 0000028 


Posteriormente, los estudios serologicos permitieron compro- 
bar la persistencia de los anticuerpos especificos por mas de dos 
anos en la mayorfa de los vacunados. 

Aun no se disponia de la cantidad suficiente de vacuna para 
proteger a toda la poblacion expuesta al riesgo de contraer FHA. 

Sin embargo, el Ministerio de Salud obtuvo del Gobierno de 
EE. UU. 200 000 dosis de Candid # 1 para vacunar durante 1991- 
92 a los 69 000 trabajadores rurales mas expuestos en las zonas de 
mayor riesgo del area endemica. 

Luego, el Instituto Nacional de Enfermedades Virales Huma- 
nas "Dr. Julio I. Maiztegui" bajo la direccion de la Dra. Delia A. 

Enria comenzo la produccion local de la vacuna Candid # 1, ase- 
gurando la provision de las dosis necesarias para la poblacion rural 
en riesgo. 

Un trabajo colaborativo entre la Dra. Ambrosio (del mismo 
Instituto) y la Dra. Sabatini documenta en voluntaries que la 
vacuna Candid # 1 induce una respuesta humoral especifica de 
anticuerpos neutralizantes significativamente menor que la que 
produce la infeccion subclinica por otras cepas atenuadas (sal- 
vajes) del virus Junin, o la observada en quienes sobreviven a la 
enfermedad. La inmunizacion de voluntaries que habian tenido 
una infeccion subclinica con Junin, incrementa los titulos de anti- 
cuerpos especificos a niveles intermedios, aunque sin alcanzar la 
de quienes se habian enfermado y curado. La infeccion previa por 
LCM no modifica la respuesta a la vacuna Candid # 1. 

Indicaciones de la vacuna Candid # 1: esta indicada en traba- 
jadores rurales de las areas endemicas y personal de laboratorio que 
trabaja con virus Junin. Dado que es a virus vivo y atenuado esta 
absolutamente contraindicada en embarazadas, ya que se observa- 
ron malformaciones congenitas en algunos casos de mujeres que se 
embarazaron en fechas cercanas a la vacunacion, desconociendose 
si existio una relacion de causalidad entre la vacuna administrada 
y el desenlace observado. Teniendo en cuenta el riesgo / beneficio, isilSi 
un estudio de Feuillide y Enria propuso en 2005 implementar en 
un future la inmunizacion expandida a ninos menores de 15 anos 
que habitan en el area endemica. Desde 2007 forma parte del ca- 
lendario oficial de vacunacion para las personas de 15-65 anos 
que habitan en el area endemica. Hasta ese ano diversos programas 
de inmunizacion selectiva habian administrado la vacuna a mas de 
300 000 pobladores rurales. 

Bases moleculares de la atenuacion de la cepa Candid # 1. 

El grupo de investigadores dirigido por el Dr. Victor Romanowski, 
secuencio inicialmente el fragmento S del RNA de la cepa atenua- 
da vacunal, la compare con la de una cepa salvaje MC-2 y detecto 
39 nucleotidos de diferencia entre ambas. Luego, los Dres. Roma- 
nowski, Ghiringhelli y Lozano, lograron secuenciar el fragmento 
L del RNA de Candid # 1, documentando la existencia de 6 ami- 
noacidos diferentes en la polimerasa de la cepa vacunal, respecto 
a otras cepas no atenuadas. Estudios futures determinaran cual(es) 


ABC 



Figura 25.1 .12. Infeccion experimental de ratones con la cepa XJ de virus Junin. A. Ratones Balb lactantes eutlmicos (inmu- 
nocompetentes) infectados con virus Junin. Paralisis de miembros por encefalomielitis T-dependiente. B. Ratones Balb atlmicos 
adultos infectados con virus Junin. A la derecha, animal asintomatico solo infectado con el virus. A la izquierda, otro atlmico infec- 
tado con virus Junin que recibio 7 dias antes una inmunizacion adoptiva con linfocitos T de un raton (eutimico) singeneico sensi- 
bilizado con dicho virus. C. El mismo raton infectado que recibio linfocitos T, exhibe paralisis de miembro posterior, semejante a lo 
observado en ratones lactantes eutlmicos infectados con virus Junin. Tanto en los ratones atlmicos adultos como en los eutlmicos 
infectados en la vida perinatal, el virus Junin replica en el SNC alcanzando titulos superiores a 10 6 DL 50 /ml. 
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de estas modificaciones es/son responsable(s) de la atenuacion o 
virulencia del vims Junto. 

3.1.11 Otros metodos de control 

Dado que los roedores persistentemente infectados desempenan un 
rol fundamental en la diseminacion del vims Jumn, se han propues- 
to diversos metodos de control como ser: reduction del numero 
mediante captura, rodenticidas, aumento de los predadores, susti- 
tucion de los cultivos, pastoreo intensivo de los campos, rotation 
de cultivos, etc. 

En 1964, se aplico en Bolivia un programa para control de la 
fiebre hemorragica boliviana mediante disminucion de la cantidad 
de Calomys callosus. Este metodo tuvo exito debido a los habitos 
peridomesticos de este roedor. Para el caso de virus Junto, este pro- 
cedimiento no puede ser aplicado teniendo en cuenta los habitos 
mrales de los reservorios y la diversidad de los mismos. 

Por ello, se proponen las siguientes estrategias: a) disminuir la 
exposition del hombre al contagio mediante el uso de ropa y cal- 
zado adecuados; b) evitar la exposition innecesaria en las epocas 
de brotes epidemicos; c) inmunizacidn de la poblacion susceptible 
(trabajadores mrales en areas endemicas y personal de laboratorio). 

3.2 Virus Machupo: fiebre hemorragica boliviana 


) Corpus 
Editorial 


El virus Machupo tiene como reservorio al Calomys callosus, roe- 
dor de habitos peridomesticos, lo que facilita el contacto con el 
hombre. 

La fiebre hemorragica boliviana es similar a la argentina pero 
de mayor gravedad y mas elevada tasa de mortalidad. La enfer- 
medad era endemica en la meseta de Beni (San Joaquin), Bolivia 
desde 1958. 

El numero de casos de esta enfermedad se redujo a partir de 
1964, asociado al control del roedor reservorio. En 2004 se notifi- 
caron dos casos fatales de fiebre hemorragica boliviana, confirman- 
dose mediante estudios serologicos la infection por vims Machupo 
en uno de ellos. 


rragico por vims dengue, la etiologla inicialmente sospechada 
corresponds este vims. Superada la epidemia de dengue hemo- 
rragico en marzo de 1990, y ante la persistencia de casos que 
afectaban a la poblacion mral de Guanare de 15 - 49 anos, se 
iniciaron nuevos estudios, que culminaron con el descubrimien- 
to en la Universidad de Yale (EE. UU.), de un nuevo vims, de- 
nominado Guanarito, agente de una zoonosis emergente. Desde 
1989 se registraron 3 grandes epidemias en Venezuela, observan- 
dose un aumento del area correspondiente a la region endemica. 
Las manifestaciones clinicas son muy semej antes a las descritas 
para la fiebre hemorragica argentina. La mortalidad de la enfer- 
medad oscila alrededor del 30%, a pesar de cuidados intensivos 
de soporte. 

El diagnostico etiologico especifico de FHV puede realizarse 
mediante metodos directos o indirectos. Entre los metodos directos 
se realiza el aislamiento e identification del vims en cultivos celu- 
lares o la amplification parcial del RNA viral mediante RT-PCR. El 
vims puede aislarse a partir de muestras clinicas tales como suero, 
sangre y organos (en caso de autopsia). 

El metodo directo mas utilizado es el aislamiento viral en cul- 
tivo de celulas Vero-E6, identificandose la etiologia al detectarse 
antigenos del vims Guanarito por inmunofluorescencia indirecta 
(IFI). El diagnostico indirecto (serologico) se realiza por la deter- 
mination de anticuerpos IgG e IgM especificos para el vims Gua- 
narito mediante IFI o ELISA. 

No hay un tratamiento especifico ni vacunas anti-Guanarito. Se 
encuentra en evaluation la potencial utilidad in vivo de la adminis- 
tration de ribavirina (eficaz in vitro). 

3.4. Virus Sabia 

Solo se ha registrado un caso fatal en San Pablo, Brasil. El caso fue 
inicialmente atribuido a fiebre amarilla por el significative compro- 
mise hepatico observado. 

3.5. Virus Chapare 


3.3 Virus Guanarito: fiebre hemorragica venezolana (FHV) 

Los primeros casos fiteron observados en 1989 en el estado de 
Guanare, aunque no se identified inicialmente el agente. Ante la 
coincidencia temporal de la primera epidemia de dengue hemo- 


Se ha documentado un caso fatal en las cercanias del no homo- 
nimo, en Bolivia. Este caso de fiebre hemorragica fue uno de los 
que hacia fines de 2003 fueron reportados en las proximides de 
Cochabamba, al pie de los Andes. El paciente fallecido experimen- 
to un grave compromiso hepatico, por lo que fue inicialmente sos- 



Figura 25.1.13. A. Mono Cebus apella infectado con la cepa XJ-Clon 3 del virus Jumn. B. Expresion de antigenos 
de virus Junin en el encefalo de un mono Cebus apella al cabo de 155 dias post-infeccion con la cepa XJ Cion 3. 

Inmunofluorescencia indirecta (x 250). 
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pechado un cuadro de fiebre amarilla o de fiebre hemorragica por 
dengue. El cuadro clrnico inclufa cefaleas, artro-mialgias, vomitos 
y profusas hemorragias. La deteccion del genoma y posteriores 
analisis filogeneticos documentaron que el agente etiologico esta 
relacionado con el virus Sabia, aunque es claramente distinto de el. 

4. Arenavirus del viejo mundo 

Los arenavirus del viejo mundo patogenos para el hombre son: el 
virus LCM y el Lassa. 

4.1 Virus LCM 

El reservorio del virus LCM es el raton domestico ( Mus muscu- 
lus), lo que explica la vasta distribucion de este virus. En Argen- 
tina, se ha documentado que LCM infecta Mus domesticus. Los 
hamsters tambien son sensibles y pueden transmitir la infeccion 
al hombre (en caso de tener hamsteres infectados como mascotas, 
o bien en criaderos de roedores, etc.). 

El virus LCM ha sido el arenavirus mas estudiado desde el 
punto de vista experimental, dado que constituye un modelo su- 
mamente interesante para dilucidar mecanismos de persistencia e 
inmunopatologia. Fue en 1974 que Rolf M. Zinkernagel y Peter 
C. Doherty establecieron mediante la infeccion de cultivos celu- 
lares con LCM, las bases de la restriction genetica de la respues- 
ta inmune celular mediada por linfocitos T mediante sencillos y 
brillantes experimentos de citotoxicidad. Por dichos hallazgos 
ambos investigadores recibieron el Premio Nobel Fisiologia o 
Medicina en 1996. 

El virus LCM produce habitualmente en el hombre una in- 
feccion inaparente o enfermedad leve que puede confundirse con 
gripe; ocasionalmente puede producir meningitis aseptica o me- 
ningoencefalitis. 

La infeccion o enfermedad afecta a personal de laboratorio en 
contacto con roedores o con cultivos primarios de los mismos. El 
diagnostico se realiza por aislamiento del virus y por RT-PCR a 
partir de secreciones o del LCR o bien por conversion serologica. 

Mas recientemente, se ha observado que este virus es capaz 
de producir enfermedad grave y generalmente mortal en indivi- 
duos receptores de trasplante de organos solidos. Se han docu- 
mentado dos brotes en los que los pacientes padecieron altera- 
ciones mentales, trombocitopenia, elevation de las transaminasas 
hepaticas, coagulopatia y disfuncion del trasplante, observandose 
tambien fiebre o leucocitosis dentro de las tres semanas de re- 
cibido el organo trasplantado. Otras manifestaciones tales como 
diarrea, exantema alrededor de la incision, fallo renal y ataques 
de apoplejia ocurrieron con frecuencia variable. La muerte de los 
receptores de organos acontecio entre los 9 y 76 dias de recibi- 
do el trasplante, con la exception de uno de ellos a quien se le 
disminuyo la dosis inmunosupresora y se trato con el antiviral 
ribavirina. 

Estudios sero-epidemiologicos realizados en Alemania y EE. 
UU. demostraron que un 3 - 5 % de la poblacion poseia anti- 
cuerpos contra este virus. En Argentina este virus tambien se ha 
detectado -aunque con muy baja frecuencia- en las provincias 
de Buenos Aires, Cordoba y Santa Fe, tanto en areas geografi- 
cas endemicas de fiebre hemorragica argentina, como fuera de 
ella, tal como se observo en la localidad de Rio Cuarto, Pcia. de 
Cordoba. La infeccion previa con LCM de residentes en el area 
endemica de fiebre hemorragica argentina no modifica los titulos 
de anticuerpos anti-Junfn alcanzados luego de administrada la va- 
cuna Candid # 1, comparada con la de aquellos que no exhibian 
serologla previa para LCM y fueron tambien vacunados. 

No se dispone de vacuna anti-LCM. 

Estudios experimentales. Los ratones adultos inoculados 
con LCM desarrollan una infeccion aguda que, dependiendo de la 
dosis, via de inoculation, caracteristicas de la cepa viral (neuro 
o viscerotropa) y de la cepa de raton, puede producir la muerte 
por mecanismos inmunopatologicos de lesion o bien conducir a la 


curacion. La infeccion in utero o neonatal en ratones produce una 
infeccion persistente en la cual se detecta el virus durante toda la 
vida del animal. Inicialmente, se postulo que la presencia del virus 
se debfa a una falta de respuesta inmune y se lo considero el proto- 
tipo de la tolerancia inmunologica. Sin embargo, posteriormente se 
demostro que los ratones persistentemente infectados presentaban, 
en edad adulta, una glomerulonefritis mediada por el deposito de 
inmunocomplejos, lo que indicaba la existencia de respuesta hu- 
moral. Aunque se producen anticuerpos, la respuesta de linfoci- 
tos T citotoxicos esta disminuida en los animales persistentemen- 
te infectados y este defecto selectivo se postula como una de las 
causas de la persistencia viral. La observation de la acumulacion 
de genomas virales en organos de estos ratones, sugiere que las 
partfculas defectivas o incompletas tambien tendrfan un papel en 
la induction de persistencia. ( Vease el item 2, Bases moleculares 
de la persistencia). 

4.2 Virus Lassa: fiebre hemorragica africana 

El virus Lassa fue aislado en 1969 a partir de muestras clinicas de 
dos medicos misioneros que contrajeron la enfermedad en Lassa, 
Nigeria, por contacto con personas enfermas. Posteriormente, se 
describio la enfermedad en distintos lugares del oeste de Africa y 
se aislaron otros virus relacionados. En 1972 se aislo el virus Lassa 
de Mastomys natalensis (familia Muridae), que es considerado el 
principal reservorio y tiene una amplia distribucion en el continen- 
te africano. 

Semejante al complejo Tacaribe, existe un complejo de arena- 
virus africanos relacionados antigenicamente entre si y asociados 
a distintos reservorios, ademas de Mastomys, pero con diferente 
patogenicidad para el hombre, siendo hasta el presente el virus 
Lassa el unico patogeno demostrado para el ser humano entre los 
virus de dicho complejo de virus. 

Los habitos peridomesticos de los roedores reservorios y los 
elevados titulos de virus presentes en orina favorecen la transmi- 
sion al hombre. Asimismo, es frecuente la transmision de hombre a 
hombre, especialmente como fuente de infeccion intra-hospitalaria 
(de paciente a enfermeras, medicos, laboratoristas, etc.). 

La fiebre de Lassa es una enfermedad grave con 15 - 20% de 
mortalidad; cursa con diatesis hemorragica, neumonitis, miocar- 
ditis, hepatitis y encefalopatla. El diagnostico etiologico se lleva 
a cabo por aislamiento del virus a partir de sangre, en cultivos ce- 
lulares, por tecnicas moleculares, por deteccion de IgM especifica 
o por seroconversion. Por razones de bioseguridad, el aislamiento 
puede realizarse solamente en laboratories de maxima bioseguri- 
dad (nivel 4). 

La administration de suero o plasma inmune no tiene un efec- 
to beneficioso en un alto porcentaje de casos. La ribavirina redu- 
ce la mortalidad si es administrada en los primeros 7 dfas de la 
enfermedad. La infeccion experimental de Mastomys natalensis 
puede producir tanto en lactantes como adultos una infeccion per- 
sistente asintomatica con elimination de virus por secreciones y 
elevados titulos en organos. Estudios citogeneticos de este roedor 
han determinado que existen 3 especies con diferente numero de 
cromosomas que ocuparian distintos nichos ecologicos y que se 
asocian a los diversos virus del complejo Lassa. En el oeste de 
Africa ocurren 300 000 nuevos casos de fiebre de Lassa por ano, 
de los cuales 5 000 son fatales. Entre las medidas instramentadas 
para el control se ha instituido la colocation de trampas, as! como 
la introduction de predadores con el objeto de reducir el numero 
de roedores. 

No se dispone aun de una vacuna autorizada mediante licencia 
para prevenir la infeccion humana por virus Lassa. Sin embargo, ya 
se ha obtenido una cepa atenuada mediante la selection de un cion 
(numero 29) viral que posee el fragmento S del virus patogenico 
Lassa y el fragmento L del virus Mopeia (apatogeno para el huma- 
no). Este virus con genoma reasociado (ML29) es apatogeno para 
primates, cobayos y ratones, y confiere protection ante la infeccion 
experimental con virus Lassa. 
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5. Perspectivas 

Los arenavirus han sido el sustrato a traves del cual se lograron 
descubrimientos notables, entre los que el de la restriction genetica 
de la respuesta inmune celular mediada por linfocitos T ocupa un 
sitial de privilegio. Recientemente, fue tambien posible comenzar a 
comprender a nivel molecular las razones virologicas e inmunolo- 
gicas que se asocian a las infecciones virales persistentes utilizan- 
do a los arenavirus corno modelo de estudio. Es posible que nuevos 
arenavirus sean aun descubiertos en animales o que emetjan como 
causales de enfermedad humana, como fuera recientemente docu- 
mentado con una nueva variante de LCM. A pesar del acceso a una 
vacuna eficaz para prevenir la fiebre hemorragica argentina, per- 
siste el desaflo de lograr tambien adecuadas vacunas profilacticas 
para los restantes arenavirus patogenos para el hombre. El conoci- 
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Adendum 

Durante la etapa de Prueba de Galera de Virologla Medica se de- 
mostro que un anticuerpo (chi 28.1) dirigido contra un epitope del 
receptor TfRl -que no compite con la transferrina- inhibe el in- 
greso y la replication del virus Junto. Dicho anticuerpo fue cons- 
truido mediante la fusion de las porciones variables del anticuerpo 
monoclonal murino chl28.1 anti-hTfRl a las porciones constantes 
de IgG3. Este y otros agentes terapeuticos dirigidos contra dicho 
epitope del receptor TfRl podrian ser efecti vos en el tratamiento de 
las fiebres hemorragicas por arenavirus del Nuevo Mundo. 
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25.2 

Otras fiebres hemorragicas de origen viral 

Guadalupe Carballal 


1. Introduccion 

Existen muchas fiebres hemorragicas de origen viral, ademas de 
las producidas por arenavirus (Capitulo 25.1), que pueden pre- 
sentar smdromes clfnicos similares, aunque se diferencian en su 
gravedad y mortalidad. Son producidas por virus que pertenecen a 
diversas familias y generos y varian en sus modos de transmision 
al hombre y en su ocurrencia urbana o rural en areas geograficas 
restringidas del planeta (Tabla 25.2.1). 

La complejidad y especificidad de los ciclos de transmision 
entre los diferentes reservorios explica la distribution geografica 
local de estas enfermedades. 

En la actualidad, dada la frecuencia de viajes por via aerea que 
pueden transportar a individuos en perfodo de incubation o pro- 
dromico, los medicos y los laboratorios debieran estar preparados 
para diagnosticar enfermedades exoticas que pudieron haberse ad- 
quirido en paises lejanos. 

Algunos de estos agentes como los filovirus y arenavirus son 
altamente patogenos, por lo que solo se deben manipular en la- 
boratorios con las maximas condiciones de Bioseguridad (BSL 4- 
Biosafety Level 4). 

Algunas fiebres hemorragicas (fiebre amarilla) son conocidas 
desde hace siglos, pero la mayorfa se ha identificado durante el 
siglo XX, como por ejemplo el dengue epidemico (1956), la fiebre 
del Rift Valley (1977) o las producidas por los filovirus Marburg o 
Ebola descritas en 1967 y 1976, respectivamente. 

El sindrome clinico comun para todas las fiebres hemorra- 
gicas tiene un periodo de incubation de 3-8 dias, un periodo 
prodromico de 3 dias, a veces similar a una gripe, y luego un 
empeoramiento del estado general con la aparicion de hemorra- 
gias de distinta gravedad. En las formas graves el compromiso 
cardiovascular puede llevar al shock, a veces irreversible. Son 
frecuentes las complicaciones como deshidratacion, uremia, 
coma hepatico, acidosis, compromiso del SNC, asi como las so- 
breinfecciones bacterianas. 

El cuadro clinico de cada una de las fiebres hemorragicas vi- 
rales depende del agente etiologico especifico, de la respuesta del 
hospedador y de la particular virulencia de la cepa causal. La mor- 
talidad puede llegar hasta un 20-80% para fiebre amarilla y a mas 
del 80% para el virus Ebola. 

La transmision al hombre puede ocurrir por artropodos (den- 
gue, fiebre amarilla), por roedores (fiebres hemorragicas produ- 
cidas por arenavirus, fiebres hemorragicas con compromiso renal 
producidas por virus Hantaan y otros) o tambien por contacto in- 
terhumano directo (virus Marburg, Ebola y Lassa). 

Las enfermedades transmitidas por artropodos se analizan en los 
capitulos de Arbovirus y de Dengue (Capitulos 27 y 33); las fiebres 
hemorragicas producidas por arenavirus se analizaron en el Capitu- 
lo 25.1 y los hantavirus del viejo mundo (productores de las Fiebres 
hemorragicas con compromiso renal) asi como los del nuevo mundo 
(causantes del Sindrome pulmonar por hantavirus) se tratan en detalle 
en el capitulo 35. 

En este capitulo se consignan las enfermedades producidas por 
los filovirus Marburg y Ebola y comentaremos brevemente las en- 
fermedades producidas por hantavirus. 

Un resumen de estas enfermedades se puede observar en la 
Tabla 25.2.1. 


2. Filovirus: Fiebres hemorragicas 
por virus Marburg y Ebola 

En 1967, inesperadamente se registro por primera vez en Alema- 
nia una nueva enfermedad hemorragica grave que produjo siete 
muertos entre el personal de laboratorio que manipulaba tejidos de 
monos verdes africanos (importados de Uganda) para production 
de cultivos primarios de rinon con fines de diagnostico virologico. 
El nuevo vims aislado se denomino virus Marburg, por la ciudad 
alemana donde se registraron estos primeros casos. 

En la decada del 70 se detectaron en Zaire y Sudan brotes epi- 
demicos de una enfermedad hemorragica similar a la observada en 
Marburg, con elevada mortalidad (cercana al 80%). Como agente 
causal se identified a otro virus que fue denominado virus Ebola. 

2.1 Caracteri'sticas de la Familia Filoviridae 

Posteriormente, estos vims emergentes (Marburg y Ebola) se in- 
cluyeron en la familia Filoviridae, orden Mononegavirales. El 
nombre de la familia deriva del latin filum, que significa hilo, y 
se refiere a las caracteri'sticas morfologicas de estos vims al mi- 
croscopio electronico que presentan largas formas filamentosas, 
tubulares y/o circulares. Su tamano es, a veces, mayor que el de las 
bacterias. Presentan envoltura lipidica y nucleocapside de simetria 
helicoidal. Su genoma es RNA de cadena simple y polaridad nega- 
tiva con una extension nucleotidica de 19 kb. Los vims penetran 
por endocitosis y la replication es citoplasmatica. 

2.2 Transmision y Cuadros cli'nicos 

En muchas de estas infecciones se ha detectado transmision inter- 
humana, por exposition del personal medico a sangre o secrecio- 
nes respiratorias de los pacientes. 

La transmision es por contacto directo, aerosoles o contacto con 
fluidos tisulares de los enfermos. El personal de salud en contacto con 
estos pacientes presenta un alto riesgo de infection, en especial si las 
condiciones de bioseguridad no son las adecuadas. 

Los smdromes clfnicos producidos por ambos virus son si- 
milares. Luego de un periodo de incubation de 3-15 dias, la 
enfermedad comienza bruscamente con fiebre alta, cefaleas 
intensas y dolor lumbar. Luego, aparecen vomitos, diarrea, 
conjuntivitis y faringitis. En la segunda semana se observa una 
eruption maculopapular no pruriginosa, petequias y comienzan 
las hemorragias pulmonares, nasales, gingivales, conjuntivales 
y del tracto gastrointestinal. Se detecta plaquetopenia y hemo- 
concentracion. 

El mecanismo patogenico no se conoce; estos vims son pantro- 
picos, es decir, se diseminan a numerosos organos donde producen 
necrosis. Se postula un dano endotelial que conduce a un aumento de 
permeabilidad vascular, seguido de hemorragias y shock. La mortali- 
dad puede alcanzar del 25 al 90%. 

2.3 EpIDEMIOLOGI'A 

Luego del dramatico accidente registrado en el personal de labora- 
torio de la ciudad de Marburg donde se descubrio este vims, se han 
detectado escasos casos en Africa. 
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Vector 

Enfermedad 

Reservorio 

Familia/virus 

Desconocido 

Fiebre hemorragica de 
Marburg* 

^primates? 

Filoviridae 

Virus Marburg 

i,Roedor? 

Fiebre hemorragica de 
Ebola* 

6? 

Filoviridae 

Virus Ebola 

Mosquito 

Dengue 

primates inferiores y ser humano 

Flaviviridae 

m 

Rift Valley 

ganado 

Bunyaviridae 

ii 

Fiebre amarilla 

primates no humanos 

Flaviviridae 

Garrapata 

Fiebre hemorragica de 
Crimea 

ganado 

Bunyaviridae 

ii 

Fiebre hemorragica 
Kyasanur 

primates no humanos, aves, 
ganado 

Flaviviridae 

ii 

Fiebre hemorragica de 
Omsk 

roedores 

Flaviviridae 

Roedor 

Fiebre hemorragica 
argentina 

Calomys musculinus 

Arenaviridae 

Virus Junfn 

ii 

Fiebre hemorragica 
boliviana 

Calomys callosus 

Arenaviridae 

Virus Machupo 

ii 

Fiebre hemorragica 
venezolana 

roedores 

Arenaviridae 

Virus Guanarito 

ii 

Fiebre hemorragica 
brasileha 

roedores 

Arenaviridae 

Virus S. Paulo 

ii 

Fiebre hemorragica 
africana 

roedores, genera 

Mastomys 

Arenaviridae 

Virus Lassa 

Roedor 

Fiebres hemorragicas 
con sfndrome renal 

Familia Muridae: 
ratas y ratones 

Bunyaviridae, 
genera Hantavirus: 

Virus Hantaan, Puumala, Seoul 

Roedor 

Sindrome Pulmonar 

Familia Sigmodontinae 

Virus Sin Nombre y otros por 
hantavirus 




Virus Andes* y otros 


Tabla 25.2.1. Transmision y etiologia de las fiebres hemorragicas virales. * Se ha detectado transmision interhumana. 


Por el contrario, se han registrado numerosos brotes epidemi- 
cos de vims Ebola en Zaire y Sudan con elevada mortalidad. Los 
datos de estudios serologicos indican que este virus es endemico 
en esas areas y que pueden existir infecciones subclinicas. Se ha 
sugerido la existencia de roedores reservorios pero aun no se los ha 
identificado. No se han detectado artropodos vectores. 

Los vims Ebola se clasifican en cuatro subtipos: Sudan, Zaire, 
Costa de Marfil y Reston. Este ultimo virus se identified en una colo- 
nia de primates en Reston, EE.UU. donde produjo mortalidad entre 
los monos, pero no hubo casos fatales en los laboratoristas que se 
infectaron. Esto indica que pueden existir cepas de menor patogeni- 
cidad para el ser humano. 

2.4 Diagnostico virolOgico 

El diagnostico de estos vims debe sospecharse en pacientes que 
han visitado las areas endemicas en las ultimas tres semanas (im- 
portancia de la anamnesis), en aquellos que han tenido contacto 
con fluidos corporales de pacientes o primates con enfermedad 
hemorragica y en los laboratoristas que trabajan con estos virus. 

Los casos sospechosos deben ser reportados inmediatamente a 
las autoridades sanitarias de cada pais. 


El diagnostico de estos virus debe realizarse solamente en la- 
boratories con el mayor nivel de seguridad biologica (BSL 4- Bio- 
safety Level 4-). 

La microscopia electronica permite un diagnostico rapido 
mediante la identificacion de las caracterfsticas morfologicas 
de la familia Filoviridae en muestras de suero, orina o tejidos. 
Los vims pueden aislarse a partir de sangre o tejidos, obtenidos 
en autopsia, en celulas Vero seguidos de identificacion por mi- 
croscopia electronica o por inmunofluorescencia con anticuerpos 
especificos. Tambien pueden emplearse la deteccion directa de 
antfgenos por inmunofluorescencia o la RT-PCR para detectar el 
genoma viral. 

El diagnostico serologico mediante la deteccion de conversion 
serologica tambien es un procedimiento util, aunque muchos pa- 
cientes fallecen antes de la seroconversion. 

Durante la realizacion de estudios habituates de hemato- 
logfa y qufmica clfnica en muestras de estos pacientes deben 
adoptarse precauciones especiales (no contaminar la superfi- 
cie externa de los tubos, rotular adecuadamente; manejar las 
muestras en una cabina de seguridad biologica clase II con 
practicas de nivel 3 de seguridad; decontaminar las superficies 
y equipos, etc.). 
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2.5 Prevencion y tratamiento 

Hasta el momento no existe tratamiento especffico ni vacunas 
disponibles. Se ha empleado ribavirina con resultados dispares. 
Deben adoptarse estrictas medidas de control en bioterios y la- 
boratories que emplean tejidos de primates para la obtencion de 
cultivos celulares, asf como controles en la importation de pri- 
mates del Africa. 

El personal de salud que atiende a estos pacientes, asf como el 
personal de laboratorio debe emplear estrictas medidas de biose- 
guridad para evitar la transmision por aerosoles, contacto directo y 
contacto con fluidos corporales. 

3. Fiebres hemorrAcicas 

CON COMPROMISO RENAL! HANTAVIRUS 

3. 1 CaRACTERI'STICAS Y NOCIONES DE EPIDEMIOLOGI'A 

Durante la guerra de Corea (decada de 1950) se registro una enferme- 
dad febril con hemorragias y compromiso renal que presentaba una 
mortalidad del 5-15%. Se la designo como fiebre hemorragica corea- 
na. Enfermedades similares, de aparicion endemo-epidemica, habfan 
sido descritas con anterioridad en otras zonas de Asia y Europa. 

Las fiebres hemorragicas con compromiso renal se manifiestan 
en dos formas: una, grave en el este de Asia, y la otra, mas leve en 
Escandinavia. 

Aunque la etiologfa viral de estas enfermedades habfa sido sos- 
pechada durante rnucho tiempo, recien en 1978 se aislo el agente 
etiologico de la fiebre hemorragica coreana. Se lo denomino virus 
Hantaan, por el nombre de un rfo de la zona donde se pudo aislar 
el virus a partir de un roedor silvestre, Apodemus agrarius. Este 
roedor transmite la enfermedad al hornbre por medio de su orina 
y materia fecal. No se ha detectado transmision interhumana. Esta 
enfennedad es una zoonosis y es mas frecuente en areas rurales, 
especialmente entre trabajadores del campo, soldados, etc. que es- 
tan expuestos al contacto con secreciones infectadas de roedores 
reservorios. En Corea y otras areas de Asia se registran cientos de 
casos por ano con una mortalidad del 5%. 

Ademas de las infecciones en areas rurales, tambien se han 
descrito epidemias en areas urbanas de Corea, China y Japon en las 
que el principal reservorio es la rata Rattus norvegicus. 


El virus Hantaan se clasifico en la familia Bunyaviridae. Mide 
100 nm y posee RNA. El diagnostico de certeza se realiza por ais- 
lamiento del virus en cultivos celulares o en ratones, por tecni- 
cas moleculares, o por conversion serologica (IF, neutralization o 
ELISA). 

Estudios posteriores demostraron que este virus no esta locali- 
zado exclusivamente en Asia, sino que esta diseminado en diversas 
areas del planeta. 

Se han detectado infecciones inaparentes en diferentes pobla- 
ciones que trabajan en estrecho contacto con roedores, tales como 
trabajadores portuarios (ratas) o personal de bioterios o laborato- 
ries (ratas, ratones y otros roedores). 

Los hantavirus se mantienen en la naturaleza mediante la infec- 
tion persistente en los diversos roedores que constituyen sus reser- 
vorios naturales. De all! su distribution geografica. 

En Argentina, se ha detectado infection con vims Hantaan en ratas 
del puerto de la ciudad de Buenos Aires, y tambien en roedores de labo- 
ratorio en un elevado porcentaje (22%). Ademas, en el personal que ma- 
nipula roedores en laboratories y o bioterios se detectaron infecciones 
inaparentes por medio de encuestas serologicas en el 16% de los casos. 

En EE.UU., Brasil, Uruguay y Bolivia tambien se han detecta- 
do infecciones inaparentes con el virus Hantaan. Seran necesarios 
posteriores estudios para determinar la extension de estas virosis. 

3.2 SlNDROME PULMONAR POR HANTAVIRUS 

En 1993 se describio en zonas rurales de Four Corners , en el su- 
doeste de EE.UU. una nueva enfermedad producida un nuevo han- 
tavirus que desencadena un cuadro respiratorio agudo de gravedad, 
con elevada mortalidad. Se la denomino "sfndrome pulmonar por 
hantavirus", y el nombre propuesto para el nuevo patogeno fue Vi- 
ms Sin Nombre. 

El reservorio es el deer mouse ( Peromyscus maniculatus) que 
transmite el vims al hombre a traves de sus excretas. 

La infection ocurre por via respiratoria. La enfermedad se ob- 
serva principalmente en trabajadores rurales expuestos a secrecio- 
nes contaminadas eliminadas por los reservorios. No hay transmi- 
sion interhumana. Aun no existe tratamiento especffico. 

Dada la importancia de los hantavirus productores del sfndro- 
me pulmonar para Argentina, estos virus se analizan en detalle el 
capitulo 35. 


Virus Familia Reservorio 

Fiebres hemorragicas con compromiso renal 

Hantaan Bunyaviridae Apodemus agrarius 

Puumala " Clethrionomys 

glareous 

Seoul " Rattus norvegicus 

Prospect Hill " Roedores de America 

Sindrome pulmonar por hantavirus 

Sin Nombre " Peromyscus 

maniculatus 

Otros virus " Roedores 


Enfermedad Lugar 


FH de Corea Corea 

FH de Japon Japon 

Neuropatia epidemica Escandinavia 

FH con sindrome Asia y resto del 

renal mundo 

Ninguna America 


Sindrome pulmonar EE.UU.: Arizona, 
Colorado, Nuevo 
Mexico 

Otras areas de 
EE.UU. 


Virus Andes y otros* 


Roedores 


Sindrome pulmonar Sudamerica 


Tabla 25.2.2. Enfermedades producidas por hantavirus. FH: fiebre hemorragica. * Los hantavirus detectados en Argen- 
tina se aborda en el capitulo 35. 
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Virus de la rabia 

Daniel M. Cisterna 


La rabia es una enfermedad infecto-contagiosa de evolucion aguda, 
habitualmente mortal. Esta enfermedad se caracteriza por presentar 
lesiones SNC, y es causada por el virus de la rabia que se transmite 
entre los animales de sangre caliente y el hombre. Por tal motivo, 
se encuentra clasificada entre las zoonosis. La rabia es la decima 
causa de muerte entre las enfermedades infecciosas, produciendo 
60 000 decesos anuales. 

1. Generalidades 

1.1. Clasificaci6n 

El virus de la rabia pertenece a la familia Rhabdoviridae (del grie- 
go, rhabdos, baston). Los miembros de esta familia se clasifican en 
tres generos de virus animales: Lyssavirus, Ephemerovirus y Vesi- 
culovirus. El genero Lyssavirus contiene siete especies: el virus de 
la rabia, el virus del murcielago de Lagos, el virus Mokola, el virus 
Duvenhage, los lisavirus del murcielago europeo tipo 1 y tipo 2 y 
el lisavirus del murcielago australiano (Tabla 26.1). Recientemen- 
te, cuatro nuevas especies, aisladas de murcielagos insectivoros de 
Euroasia, han sido propuestas: virus Aravan, virus Khujand, virus 
Irkut y virus del murcielago bianco del Caucaso. 

1.2. Estructura 

El virus de la rabia posee una forma caracteristica de bala, de 100- 
430 nm de longitud y 45-100 nm de diametro. La superficie del 
virus consiste en una envoltura de doble capa lipidica que deriva 
principalmente de la celula hospedadora, donde se insertan espicu- 
las. La envoltura encierra una nucleocapside helicoidal infecciosa 
de 30 a 35 vueltas. El genoma del virus de la rabia esta constituido 
por una unica molecula de RNA no segmentado de polaridad nega- 
tiva de aproximadamente de 12 000 nucleotidos. El RNAcodifica 
cinco proteinas en el siguiente orden 3’ N-P-M-G-L 5’: la proteina 
N (componente principal de la nucleocapside), la fosfoproteina P, la 
proteina de la matriz M (ubicada por fuera de la nucleocapside y en 
la superficie interna de la envoltura), la glicoproteina G (constituye 
las espiculas que se insertan en la envoltura) y la proteina L (poli- 
merasa viral RNAdependiente). Las proteinas N, P y L constituyen 
la nucleocapside. (Figura 26.1). La asociacion de esta con el geno- 
ma viral forma la ribonucleoproteina del virus. Las proteinas L y P 
actuan conjuntamente para desarrollar la actividad de polimerasa. 

1.3. Replicacion 

Luego de la adsorcion a un receptor celular el virus penetra median- 
te la invaginacion de la membrana celular hacia vesiculas donde 
se produce la remocion de la envoltura viral. La nucleocapside es 
entonces liberada hacia el citoplasma. La remocion de dicha envol- 
tura activaria el complejo polimerasa para iniciar los procesos de 
transcripcion y replicacion. 

Dado que el genoma viral es de sentido negativo, es decir, tiene 
una polaridad opuesta al RNA mensajero (RNAm), el primer paso 
es la transcripcion del RNAm viral. Dicho proceso, comienza en 
el extremo 3’ y sigue un orden predeterminado: sintesis de una se- 
cuencia corta de RNA lider, seguida de los RNAm de los 5 genes 
estructurales, en el mismo orden en el que se los detecta en el ge- 


A 



Ribonucleoproteina 



C 

3' N P M G L 5' 


12 kilobases 


Figura 26.1. Estructura del virus de la rabia. (A) Corte lon- 
gitudinal; (B) Corte transversal; (C) Genoma viral. Adaptado 
de http://www.cdc.gov/ncidod/dvrd/rabies 


noma. La transcripcion de los diferentes RNAm ocurre en una serie 
continua de eventos, con la particularidad de exhibir una frecuencia 
decreciente en un 30-40% en las sucesivas uniones geneticas, lo que 
produce un gradiente de production de RNAm, de N>P>M>G>L. 
Este proceso transcripcional permite la posterior sintesis de las dife- 
rentes proteinas virales en proporciones diversas. El ensamblaje de 
las unidades que conforman la nucleocapside induciria al complejo 
polimerasa a ignorar las senales de termination y procesamiento 
inherentes a la transcripcion e iniciar la replicacion viral. 

El proceso de replicacion consiste en el desarrollo secuencial de 
dos eventos: 1) sintesis de RNA de polaridad positiva, de identica 
longitud que el genoma viral cuya secuencia es complementaria a 
este; y 2) sintesis de cadenas negativas utilizando como templado 
las cadenas positivas. Estas cadenas seran incorporadas a la progenie 
viral, que se ensambla en el citoplasma. La proteina G sintetizada es 
transportada, luego de su glicosilacion, hacia la membrana celular 
donde queda anclada a traves de su extremo carboxilo en la bicapa 
lipidica. Finalmente, las nucleocapsides migran hacia estas areas mo- 
dificadas, donde se distribuyen y a traves de las cuales brotan. En este 
proceso de brotacion la glicoproteina G y los lipidos de la membrana 
envuelven a la nucleocapside. La proteina M es incorporada al virion 
inmediatamente antes de la brotacion del mismo. 
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Virus 

Reservorio 

Distribution geografica 

Virus de la rabia 

Canidos 1 domesticos y salvajes, 
mustelidos 2 , viverridos 3 y murcielagos 
insectivoros y hematofagos 

Mundial, excepto Australia y 
Antartida y algunas islas. 

Virus del murcielago de Lagos 

Murcielagos frugivoros 

Africa 

Virus Mokola 

Probablemente murcielagos frugivoros o 
roedores 

Africa 

Virus Duvenhage 

Probablemente murcielagos frugivoros 

Africa 

Lisavirus del murcielago europeo tipo 1 

Murcielagos insectivoros 

Europa 

Lisavirus del murcielago europeo tipo 2 

Murcielagos insectivoros 

Europa 

Lisavirus del murcielago australiano 

Murcielagos frugivoros e insectivoros 

Australia 


Tabla 26.1. Miembros del genero Lyssavirus. 'Canidos: principalmente perros, lobos, zorros, coyotes, y chacales, 2 mus- 
telidos: principalmente arminos, comadrejas, hurones, tejones y nutrias, 3 viverridos: principalmente mangostas. 


1.4. Propiedades biologicas 

El virus de la rabia puede infectar a todos los animales de sangre 
caliente bajo condiciones experimentales, pero solo los mamlferos 
son hospedadores naturales importantes. Las especies que son reser- 
vorios incluyen a perros, zorros, chacales, coyotes, lobos, arminos, 
comadrejas, hurones, tejones, mangostas y murcielagos. Muchas es- 
pecies han sido infectadas experimentalmente con virus de la rabia, 
incluyendo aves. Los roedores, tales como ratones de laboratorio, se 
han utilizado ampliamente para el diagnostico, ensayos de potencia 
de vacunas y estudios de patogenicidad. 

Desde los estudios de Pasteur, las cepas de virus rabico se han 
clasificado por sus caracteristicas biologicas en virus cctlle y virus 
fijo. Los virus calle son cepas aisladas de animales infectados na- 
turalmente, de alta patogenicidad al inocularse por via intramuscu- 
lar, que producen enfermedad al cabo de periodos de incubacion 
variable y que se eliminan por saliva. Los virus fijos son cepas que 
luego de sucesivos pasajes en animales de laboratorio producen la 
enfermedad tras un periodo de incubacion mas constante (fijado) 
en estos hospedadores; exhiben una patogenicidad reducida al ser 
inoculados por via intramuscular, pero muy alta por via intracere- 
bral y no se eliminan por saliva. Los cultivos primarios de rinon 
de hamster, perro, cerdo y de otras especies se utilizan para el ais- 
lamiento y propagacion de cepas de virus fijo y calle de la rabia. 
En particular, la linea celular continua BHK-21 es una de las mas 
usadas, dado que es muy sensible a la infection y produce altos 
titulos virales. Aunque estas celulas se usan ampliamente para la 
propagacion de virus fijo, el aislamiento de cepas calle de virus de 
la rabia no es consistentemente realizado en ellas y debe utilizarse 
cultivo de celulas primarias o lineas celulares de neuroblastomas de 
origen murino tales como las MNA. 

Las celulas diploides humanas WI-38, MRC-5 y Vero son usadas 
en la production comercial de la vacuna de rabia de uso humano. 

7.5. Inactivacion por agentes qui'micos y fi'sicos 

El virus de la rabia es inestable a pH menores de 3 6 mayores de 
1 1 . Es estable durante muchos anos a -70° C o liofilizado a 4° C. Es 
rapidamente inactivado por desecacion, rayos ultravioletas y rayos 
X, luz solar, tripsina, propiolactona, eter y detergentes. 

2. CuADROS CLINICOS 

El periodo de incubacion de la enfermedad es usualmente de 1-2 
meses, pero puede ser inferior a una semana o prolongarse por va- 
rios anos. Un 95% de los casos tiene un periodo de incubacion 
menor a un ano. La duration del periodo de incubacion depende del 
lugar de la mordedura y su proximidad al SNC, tipo y cantidad de 
virus introducida, edad del hospedador y estado inmune. 

Los casos de rabia son mayormente asociados a la mordedura 
de un animal rabioso. Otras exposiciones que rara vez causan rabia 


son la inhalation de aerosoles, lamidas o aranazos u otros eventos 
inusuales que llevan a la contamination de una herida abierta o 
de una mucosa, tales como un trasplante de cornea de un donante 
infectado. Cuando no se inicia la vacunacion especifica post-expo- 
sition, la mortalidad mas elevada ocurre en personas mordidas en 
la cabeza y la cara (40-80%), siendo la mortalidad intermedia en 
aquellas mordidas en las manos o brazos (15-40%), y menor arm 
en aquellas mordidas en el tronco o piemas (5-10%) o traves de la 
ropa (<5%). 

El desarrollo clinico de la rabia se puede dividir en tres fases: 
un periodo prodromico, una fase neurologica aguda y un coma que 
precede a la muerte. Durante la fase prodromica, que en general 
dura de 2 a 10 dias, los sintomas iniciales son inespecificos y con- 
sisten en malestar general, fatiga, cefaleas, anorexia, vomitos, fie- 
bre, fotofobia, diarrea y mialgias. Un 50% de los pacientes presenta 
dolor o parestesias en el sitio de mordedura y este puede ser el 
primer sintoma especifico de rabia. En la fase neurologica aguda, 
que suele superponerse a la fase prodromica, el paciente desarrolla 
signos de compromiso del SNC. Los signos neurologicos iniciales 
pueden incluir hiperactividad, desorientacion, alucinaciones, con- 
vulsiones, conducta grotesca, rigidez de nuca o paralisis. Los casos 
en los cuales predomina la hiperactividad, se denominan rabia fu- 
riosa y el 17-80% de estos pacientes muestran signos patognomo- 
nicos de rabia tales como la hidrofobia. La rabia paralitica aparece 
en un 20% de los casos, en general, asociada a la exposition a 
murcielagos hematofagos con rabia. Esta situation se observa con 
alguna frecuencia en espeleologos. 

En la rabia furiosa, el periodo neurologico finaliza despues de 
2 a 7 dias con coma o muerte subita. En la rabia paralitica, el de- 
sarrollo de la enfermedad es menos progresivo y algunos pacientes 
pueden vivir hasta 30 dias sin cuidado intensivo, con un estadio 
final de 3-7 dias en coma seguido de muerte. Los pacientes que 
reciben cuidados intensivos pueden sobrevivir por varias semanas. 
Se han informado al menos 7 casos humanos de recuperation, nin- 
guno de los cuales fue espontaneo, sino debido a que cada paciente 
habia tenido profilaxis pre o post-exposiciono o bien recibido un 
tratamiento experimental con antivirales, asociado a la induction 
farmacologica de coma terapeutico (actualmente controversial). 

3. Patogenesis y respuesta immune 

El virus rabico penetra en el organismo mediante la inoculation 
de saliva infectada a traves de mordeduras o heridas preexistentes, 
aunque tambien puede hacerlo a traves de las mucosas. La interac- 
tion del virus rabico con el receptor celular es un evento importante 
para la patogenesis. Se ha demostrado la interaction de la proteina 
G viral con el receptor nicotmico de acetilcolina. Asimismo, se ha 
observado la participation de otras moleculas tales como ganglio- 
sidos, fosfolfpidos, moleculas de adhesion neuronal, y el receptor 
del factor de crecimiento neural p75 como potenciales receptores 
del virus. De estas interacciones, surge que la proteina G influye 
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en el neurotropismo viral. Segun el tltulo de virus inoculado en 
la mordedura y la virulencia de la cepa infectante el virus puede 
ingresar directamente en las terminales nerviosas o replicarse en 
el tejido muscular donde permanece un tiempo determinado que es 
por lo general suficiente para permitir la accion de los anticuerpos 
generados por la vacunacion. Cuando estos anticuerpos no eliminan 
la infeccion, el virus penetra en el sistema nervioso periferico por 
los husos neuromusculares, para llegar en forma centrfpeta a todo el 
organismo, incluyendo el SNC y, especialmente las glandulas sali- 
vales, lo cual representa la fase final de la infeccion y es importante 
para la transmision desde un animal a otro y al humano. 

Los mecanismos moleculares de la patogenesis viral no estan 
totalmente dilucidados. Varios estudios senalan que la glicoprotema 
G tiene un rol esencial en la patogenicidad. La neuroinvasividad 
viral esta directamente (aunque no de modo excluyente) vinculada a 
dicha glicoprotema G de envoltura. Se ha observado que cepas que 
tienen una sustitucion del aminoacido arginina en la posicion 333 de 
la glicoprotema G tienen un comportamiento apatogeno o atenuado. 
Sin embargo, se desconoce el real valor de dicha mutacion en el 
curso de infecciones naturales, ya que los estudios realizados con 
estas cepas mutadas fueron ejecutados con cepas significativamente 
atenuadas en cultivos celulares in vitro, con patogenicidad inferior a 
las cepas de virus calle, aunque inicialmente poseian Arg333 en la 
proteina G. Ademas, estudios in vivo e in vitro han demostrado su 
importancia en la habilidad de infectar celulas de neuroblastoma, 
diseminarse de celula a celula in vitro y a traves del cerebro. Estu- 
dios con virus rabico recombinantes que tienen incorporado el gen 
G de cepas neurotropicas y neuroinvasivas en un contexto genico 
de cepas que no lo son, exhiben una significativa merma de la pato- 
genicidad del virus recombinante comparado con los virus salvajes. 
Elio sugiere un caracter multigenico en la neuroinvasividad viral, 
habiendose propuesto a la expresion del gen L como participe de la 
determinacion de la neuroinvasividad. Asimismo, la diseminacion 
trans-sinaptica es otro factor clave en dicho proceso. La presencia 
de la proteina G es necesaria para transporte desde el sitio post- 
sinaptico al pre-sinaptico, mientras que la protema P podria con- 
tribuir al transporte axonal retrogrado de particulas desnudas, al 
interactuar con la cadena liviana (LC8) de la dineina, aunque hasta 
el momento no se ha establecido que el proceso de desnudamiento 
viral ocurra en la terminal axonal o en el sitio presinaptico. Un 
mecanismo altemativo de transporte retrogrado podria involucrar el 
trafico de vesiculas conteniendo particulas virales completas (luego 
que la protema G del virus hubiera interactuado con el receptor del 
factor de crecimiento neural p75, que en forma de complejo seria 
internalizado por vesiculas de clatrina en los endosomas tempranos, 
que a su vez podrian ser vehiculizadas por via retrograda). 

Otros investigadores han senalado que los virus altamente patoge- 
nicos, en apariencia pueden usar diferentes receptores o rutas de entra- 
da a aquellas utilizadas por cepas apatogenicas. Tambien se ha sugerido 
que pueden afectar en forma diferencial la expresion de moleculas del 
complejo mayor de histocompatibilidad Clase II en el SNC. 

En la autopsia, no es usual que se observen lesiones impor- 
tantes en el cerebro, excepto una congestion vascular en pacientes 
que mueren despues del uso prolongado de ventilacion mecanica. 
Microscopicamente, la patologla producida por el virus de la rabia 
en el SNC es descrita como una encefalitis que presenta cuerpos 
de Negri (masas eosinofilas formadas por nucleocapsides virales 
asociadas a TLR-3). En general, los cambios histopatologicos del 
SNC son limitados y no estan relacionados con la sintomatologia 
neurologica, observandose nula o minima muerte neuronal. El de- 
terioro de la fimcion neurologica, mas que los cambios anatomicos 
subyacentes, es responsable del desarrollo de los signos cllnicos. 

El mecanismo de daiio neurologico en la rabia no ha sido es- 
tablecido con precision aun. Se postula que la disfuncion neuronal 
esta asociada a una drastica inhibicion de la sintesis proteica y a 
una alteracion de la neurotransmision vinculada a la expresion de 
la proteina G en la superficie celular que afecta los canales ionicos. 

La respuesta inmune humana a la infeccion rabica natural es 
insuficiente para prevenir la enfermedad. Los anticuerpos inducidos 


por la vacunacion, particularmente aquellos con actividad neutra- 
lizante, tienen un rol importante en la defensa inmune contra la 
infeccion. La protema G representa el unico antfgeno que induce 
anticuerpos neutralizantes y es capaz de conferir inmunidad contra 
el desafio de una infeccion rabica letal. 

En sintesis, el neurotropismo, la neuroionvasividad y el dete- 
rioro de la funcion neural son las tres principales caracterfsticas de 
la infeccion por virus rabia. 

4. Epidemiolocia 

La rabia se presenta en todos los continentes con excepcion de la 
mayor parte de Oceania. Varios paises estan libres de la infeccion 
entre ellos Barbados, Jamaica, Uruguay y varias islas del Caribe 
en el continente americano, el Japon en Asia, Bulgaria, Espana, 
Gran Bretana, Irlanda, los Paises Bajos, Portugal y varios paises 
escandinavos en Europa. 

La rabia es en principio una enfermedad de animales y, por lo 
tanto, la epidemiologia de la rabia humana esta directamente rela- 
cionada a la epizootiologla de la rabia animal. Los conceptos de 
vector y reservorio son especificos para esta patologia y no son los 
mismos que se emplean en otras enfermedades. El termino reser- 
vorio define una especie de animal susceptible, la que por si misma 
sostiene la infeccion o el ciclo epidemiologico en un area geogra- 
fica. Por otra parte, el termino vector define a cualquier especie 
susceptible, reservorio o no, que constituye un efectivo transmisor 
de la infeccion a otra especie animal o humana. El vector y el re- 
servorio son exclusivamente mamiferos y, cada cierto tiempo y en 
regiones especificas del mundo, determinadas especies animales 
pueden actuar simultaneamente como vectores excretando el virus 
y como reservorios conservando el virus infeccioso para por fin 
fallecer por la propia enfermedad. La conservacion del virus por 
periodos largos de tiempo se explica por las fases de incubacion 
prolongadas antes de desarrollar el cuadro cllnico. El hombre y 
otros mamiferos de la region en donde existe circulation viral son 
victimas de virus y, en este caso, hospedadores finales de la en- 
fermedad al morir. Por esta razon, es muy importante identificar 
las especies consideradas vectores y reservorios antes de evaluar 
los riesgos que corre el hombre y otras especies de mamiferos. El 
reservorio y vector de rabia difieren de una region a otra, incluso en 
cada ecosistema pueden ser una o dos especies las que actuan como 
responsables del mantenimiento enzootico de la rabia. 

La identification de las especies que actuan como reservorio 
ha avanzado considerablemente en la ultima decada, gracias a la 
caracterizacion antigenica de las cepas de virus de la rabia aisla- 
das en un amplio numero de diversos animales. El empleo de una 
baterla de anticuerpos monoclonales anti-protelna N ha permitido 
determinar la prevalencia relativa, la distribucion y la transmision 
de la rabia entre diferentes especies salvajes. Un panel de ocho 
anticuerpos monoclonales, desarrollado por los Centros de Control 
y Prevention de Enfermedades (CDC) de EE.UU., ha permitido 
identificar variantes antigenicas de virus rabia (numeradas de VI 
a V8), que identifican una especie reservorio dada en diferentes 
paises de America Latina. 

En Argentina, se han identificado cinco variantes antigenicas 
mantenidas por perros (VI), perros y posiblemente zorros (V2), 
murcielagos hematofagos como Desmodus rotundus (V3) y murcie- 
lagos insectlvoros tales como Tadarida brasiliensis (V4) y Lasiurus 
cinereus (V6). 

Los analisis con anticuerpos monoclonales proporcionan una 
resolution de las diferencias entre antigenos viricos suficiente para 
identificar la distribucion geografica y por especies de muchas va- 
riantes de la rabia. Sin embargo, su empleo exclusivo no esta exento 
de limitaciones y ha fallado en caracterizar el 5,7% de las cepas de 
este virus pertenecientes a un panel de cepas aisladas en Argentina 
entre 1995-2002. En general, la diversidad de las variantes pre- 
sentes en los murcielagos no puede ser explicada facilmente con 
los monoclonales existentes. El analisis genetico proporciona una 
information mas detallada sobre la relation evolutiva de los aisla- 
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mientos, los cambios temporales y espaciales que se producen y las 
similitudes entre los aislamientos. 

4. 1. ClCLOS DE LA RABIA 

Se distinguen dos ciclos de la rabia: urbano y selvatico. La rabia 
urbana tiene como principal reservorio al canido y la mayoria de 
los casos se atribuye a esta especie; la infection se mantiene en 
forma epizootica y ocasionalmente afecta a otros animales domes- 
ticos como por ejemplo felinos o porcinos. En la rabia silvestre 
intervienen varias especies animales segun el nicho ecologico; el 
virus permanece en su ciclo enzootico y tiene dos formas: la aerea, 
mantenida por los quiropteros, y la terrestre, donde intervienen una 
gran variedad de mamiferos silvestres. 

En areas donde la rabia de animales domesticos no se ha contro- 
lado en forma adecuada, los perros son responsables de la mayoria 
de los casos humanos informados. En America Latina, entre 1982 y 
2003, el numero de casos humanos disminuyo de 355 a 35, lo que 
representa una reduccion de 91%, cifra muy semejante a la tendencia 
observada de la rabia canina, que disminuyo del5686al 131 casos, 
es decir 93% en el mismo periodo. El perro es responsable de 65% 
del total de casos con information sobre el animal agresor. La rabia 
humana transmitida por perros fue la que basicamente presento esa 
reduccion, disminuyendo de 152 a 27 casos anuales. En Argentina, 
en el mismo periodo, la incidencia de la rabia canina descendio de 
57 casos en 1990 a 2 casos en 2001, conun maximo de 101 casos en 
1993. Sin embargo, en 2002 y 2003 el numero de casos se incremento 
debido a la reemergencia de la rabia canina en algunas ciudades de 
las provincias de Salta y Jujuy en la frontera con Bolivia donde se 
informaron 157 casos en 2003, todos correspondientes a la variante 
V 1 . Continuan notificandose casos aislados de rabia en perros y zo- 
rros en las provincias de Formosa y Chaco, asociados a la variante 
V2. En 2008, se registro el ultimo caso de rabia humana transmitida 
por perros, hecho acaecido en la provincia de Jujuy. 

En los paises en donde se ha controlado o erradicado la rabia 
canina, la rabia silvestre se ha tornado mas importante. Analizando 
el periodo 1990-2003, se observo que la rabia humana transmitida 
por las diferentes especies se redujo de 251 casos a 35 (86%). El 
75% de los casos de rabia humana causada por animales silvestres 
se debe a murcielagos. 

La rabia en los murcielagos es un problema independiente de 
los ciclos infecciosos de otros mamiferos. Es necesario distinguir la 
infeccion en quiropteros hematofagos y no hematofagos. La rabia 
en los murcielagos no hematofagos se registra del norte al sur del 
continente americano y se ha comprobado en numerosas especies. 
En Argentina, se han notificado aislamientos de virus de la rabia en 
la mayoria de las provincias, incluso en las mas australes como Rio 
Negro, Chubut y Santa Cruz. Tadarida brasiliensis es la especie mas 
frecuentemente identificada (53-78%), asociada a la variante V4. En 
menor medida, se ha detectado rabia en otras especies, tales como 
Lasiurus spp, Molossus spp, Myotis spp e Histiotus spp, entre otras. 

La rabia en murcielagos hematofagos o vampiros es un problema li- 
mitado a America Latina, Trinidad y Tobago. La infeccion se ha compro- 
bado en las tres especies de hematofagos: Desmodus rotundus, Diphylla 
ecaudata y Diaemus youngi, pero solo la primera tiene importancia epi- 
demiologica. La distribution de los vampiros D. rotundus comprende un 
area que se extiende desde Mexico hasta la parte central de Argentina. 
Afectan principalmente al ganado y producen la denominada rabia pa- 
resiante. Ataca principalmente a los bovinos, equinos, mulares y asnales. 
En la Argentina, el area endemica abarca las provincias de Misiones, 
Corrientes, Chaco, Formosa y parte de las de Salta, Jujuy, Tucuman, 
Catamarca, Santiago del Estero y Santa Fe. Existen registros de 5 casos 
de rabia humana causados por murcielagos hematofagos entre 1966 y 
2001, todos ocurridos en provincias del norte del pais. 

5. Diagnostico 

El diagnostico clinico de la rabia puede ser realizado si se dispone 
de una historia de exposition y de signos y sintomas clinicos com- 


patibles. Aunque la rabia humana es una enfermedad extremada- 
mente rara en Argentina, la misma deberia ser considerada como 
un diagnostico posible en casos de encefalitis viral de etiologia 
desconocida, especialmente en zonas endemicas de murcielagos 
hematofagos. 

Todas las muestras que seran utilizadas para el diagnostico 
de rabia deben ser consideradas potencialmente infecciosas y ser 
manipuladas con las condiciones de bioseguridad adecuadas. Las 
muestras deben ser enviadas congeladas con hielo seco. Si no son 
enviadas inmediatamente deben ser conservadas a temperaturas de 
-20° C o inferiores. La Tabla 26.2 indica las muestras adecuadas 
para la investigation del virus de la rabia en humanos. 

La presencia de virus infeccioso, acidos nucleicos o antigeno 
viral se puede detectar en muestras de saliva, nervios cutaneos, 
LCR u otros tejidos (Tabla 26.2). 

Los ensayos mas usados para detectar la infeccion rabica son la 
inoculation de ratones lactantes y la tecnica directa de inmunofluo- 
rescencia directa. Los ratones se inoculan por via intracerebral y 
se observan 21-30 dias para detectar sintomas de encefalitis y, en 
los cerebros de los que mueren se realiza una inmunofluorescencia 
directa. La inoculation en ratones es la tecnica de referenda para 
el diagnostico pero resulta muy lenta y cara. 

Para la tecnica de inmunofluorescencia directa se realizan im- 
prontas con los tejidos sospechosos y se enfrentan con anticuerpos 
antirrabicos marcados con fluoresceina preparados contra el virus 
complete o ribonucleoproteinas purificadas, o bien con una mezcla 
de monoclonales reactivos contra la proteina N. Al microscopio de 
fluorescencia se observan granulaciones citoplasmaticas (corres- 
pondientes a los corpusculos de Negri) tenidos de verde manzana 
y tambien el llamado polvo antigenico constituido por antigenos 
virales que no han llegado a formar los corpusculos. Este ensayo 
de inmunofluorescencia directa es la tecnica de election ya que es 
rapida, muy sensible y especifica. La eficacia de la prueba depende 
del entrenamiento en la lectura y de la calidad de los reactivos, en 
especial del conjugado. 

El ensayo de PCR acoplada a transcription inversa (RT-PCR) 
se utiliza par amplificar una portion del genoma viral presente en 
el cerebro, saliva u otros tejidos. En muestras de cerebro, donde 
la cantidad de virus presente es muy alta, es preferible utilizar la 
prueba de inmunofluorescencia ya que es mas economica y eficien- 
te. Cuando es necesario investigar la presencia de RNA viral en 
muestras de LCR o saliva es necesario utilizar una RT-PCR anidada 
para aumentar la sensibilidad de la tecnica (RT-nPCR). 

La detection de anticuerpos en el suero de un individuo sin va- 
cunar tambien sugiere la infeccion rabica. Con exception de ciertos 
casos de encefalo-mielitis post-vacunal, la presencia de anticuerpos en 
el LCR solo se produce en individuos infectados con rabia y no en va- 
cunados. La sensibilidad y especificidad de los diferentes ensayos para 
medir anticuerpos contra el virus de la rabia varfan enormemente. La 
proteina G es la mas importante para conferir inmunidad a la infeccion 
letal con este virus y, en consecuencia, los ensayos de inmunogenici- 
dad de vacunas deben medir anticuerpos contra esta proteina. Estos 
anticuerpos se miden mediante pruebas de neutralization en ratones 
lactantes o a traves del ensayo rapido de reduccion focos fluorescentes. 
Las pruebas de neutralization requieren el mantenimiento de ratones 
y una demora de 2-3 semanas para obtener los resultados. El ensayo 
reduccion de focos fluorescentes mide la capacidad del suero de neu- 
tralizar un inoculo desafio, indicado por la reduccion en el numero de 
focos fluorescentes de las celulas infectadas. El numero de unidades 
intemacionales (UI) de anticuerpos contra virus de la rabia en el suero 
analizado se determina por comparacion con un suero estandar incluido 
en el ensayo. Una muestra de suero obtenida despues de 2-4 semanas 
post-vacunacion deberia contener al menos 0,5 UI/ml (titulo protector). 
Se han desarrollado varios ensayos de ELISA que miden anticuerpos 
dirigidos hacia glicoproteina G purificada. Estos ensayos son mas rapi- 
dos y muestran una excelente correlation con los resultados obtenidos 
por neutralization o reduccion de focos fluorescentes. 

El diagnostico de la rabia no es dificil cuando existen antece- 
dentes de que el paciente ha sido mordido por un animal poten- 
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cialmente rabioso y presenta signos clmicos de hiperactividad e 
hidrofobia. Sin embargo, solo el 71-84% de los pacientes con rabia 
muestra antecedentes de posible exposicion rabica. En ausencia de 
antecedentes de exposicion o de hidrofobia, hay pocos signos y 
smtomas que permitan diferenciar inicialmente la rabia de otras 
encefalitis virales, como las causadas por virus herpes y arbovirus. 
En ocasiones, el tetanos puede ser confundido con rabia, aunque la 
rigidez muscular de aquel difiere en que las contracciones son mas 
prolongadas y el LCR es normal. Es mas dificil diferenciar la rabia 
paralitica de otras patologfas neurologicas paralfticas, tales como 
poliomielitis, smdrome de Guillan-Barre y mielitis transversa. 

Es particularmente dificil diferenciar la rabia clfnica de una 
encefalo-mielitis post-vacunal. Cuando el periodo de incubation 
es corto y los smtomas de prodromo se sobreponen con la admi- 
nistration de las vacunas, o cuando los penodos de vacunacion son 
prolongados y la vacunacion se inicia de forma tardfa, la aparicion 
de smtomas compatibles con rabia aparece superpuesta a la apli- 
cacion de las vacunas. En general, la enfermedad es de initiation 
brusca y tiene como antecedente la aplicacion de la vacuna anti- 
rabica entre 10 a 20 dias antes del initio del cuadro. Los examenes 
electroencefalograficos y electromiograficos, en conjunto con el 
analisis virologico del LCR, pueden colaborar en su diagnostico. 
En particular, el nivel de anticuerpos anti-rabicos presentes en el 
LCR es siempre mayor en la encefalitis rabica que el que se puede 
alcanzar con la vacunacion. 

6. PROFILAXIS PRE-EXPOSICION DE LA RABIA HUMANA 


se desarrollaron las de tejido nervioso de animales recien nacidos, 
como la de cerebro de ratones lactantes que contiene menor canti- 
dad de mielina. Esta ultima se emplea en la Argentina y consiste en 
una suspension al 1% de encefalos de ratones lactantes infectados, 
centrifugada e inactivada mediante irradiation ultravioleta y tratada 
con timerosal al 0,01% y fenol al 0,25% como preservatives. Esta 
vacuna fue desarrollada por los investigadores chilenos Fuenzalida 
y Palacios. La tasa de reacciones vacunales se redujo a 1/20 000 
personas vacunadas. Para eliminar las reacciones post-vacunales, 
se han desarrollado varias vacunas en cultivo celulares; las pro- 
ducidas en celulas diploides humanas, fibroblastos de polios y en 
la linea celular Vero son las mas empleadas en la actualidad. Estas 
vacunas son inactivadas con beta-propiolactona. Su production es 
relativamente dificultosa y poco eficiente, lo que aumenta los costos 
de production. Los avances biotecnologicos, tales como las tecni- 
cas de purification, han permitido la production de vacunas menos 
costosas, como la vacuna purificada en celulas Vero. 

A la fecha, no existen evidencias que sugieran que el fracaso 
en la profilaxis pueda ser causado por la variation antigenica del 
virus de la rabia. Los casos humanos de rabia ocurridos a pesar de 
la vacunacion han sido atribuidos a otros factores, tales como un 
cuidado inadecuado de la herida, omision o falla en el uso de la 
inmunoglobulina, y demora o falla en seguir los procedimientos 
recomendados. 

La profilaxis pre-exposicion esta indicada en veterinarios, per- 
sonal de laboratorio de diagnostico o investigation que trabaja con 
este virus. 


) Corpus 
Editorial 


La vacunacion anti-rabica es uno de los metodos empleados para 
prevenir la rabia en las personas mordidas por animales rabiosos. 
Las primeras vacunas para seres humanos, como las desarrolladas 
por Pasteur (homogenatos desecados de medulas de conejos infec- 
tados experimentalmente con virus rabia tipo fijo), Ferni (virus ino- 
culado en tejido nervioso de conejo e inactivado en forma parcial 
por la action del fenol al 1%) y Semple (virus inoculado en cerebro 
de camero fenolizada al 1%) se obtenian usando animales adultos. 
Estas vacunas produclan una alta tasa de reacciones neurologicas 
(aproximadamente 1/1 000 personas vacunadas) por lo que file ne- 
cesario la busqueda de otros sustratos para propagar el virus y asf 


7. Profilaxis post-exposicion 

Dado que no existe tratamiento alguno para salvar la vida de una 
persona con signos y smtomas de rabia, la profilaxis post-exposi- 
cion es una urgencia medica (no una emergencia medica). Anual- 
mente en la Argentina se atiende a un promedio de 1 7 000 personas 
agredidas por animales. Las recomendaciones para el tratamiento 
despues de la exposicion sugeridas por el Comite de Expertos de la 
Organization Mundial de la Salud sobre rabia se indican en la Tabla 
26.3. El tratamiento con vacuna de cerebro de raton lactante suge- 
rido sigue el esquema clasico que se compone de una serie inicial 


Tipo de muestras 

Toma de muestra 

Tecnicas diagnosticas 

Saliva 

En tubo esteril. No agregar preservantes. 

RT-nPCR 

Inoculation en raton 

Cultivo celular 

Biopsia de nuca 

Extraer piel (5-6 mm de diametro) en la parte posterior de la 
nuca debajo de la linea del cabello. Debe incluir al menos 

10 foliculos pilosos y ser profunda para incluir los nervios 
cutaneos de la base del foliculo. En tubo con solution 
fisiologica esteril. 

IFD 

RT-PCR 

Inoculation en raton 

LCR 

Recolectar al menos 0,5 ml 

Deteccion de anticuerpos mediante: 
ELISA 

Neutralization 

Reduction de focos fluorescentes 
RT-nPCR 

Suero 

Recolectaral menos 1 ml. No usarsangre entera. 

Deteccion de anticuerpos mediante: 
ELISA 

Neutralization 

Reduction de focos fluorescentes 

Biopsia de cerebro 

En tubo esteril. No agregar preservantes. 

IFD 

RT-PCR 

Inoculation en raton 

^ecropsia de 
cerebro 

En tubo esteril. No agregar preservantes. 

IFD 

RT-PCR 

Inoculation en raton 


Tabla 26.2. Diagnostico de rabia en humanos. ^omar porciones de medula, cerebelo e hipocampo. RT-nPCR: nested 
PCR previa transcipcion inversa; IFD: inmunofluorescencia directa. 
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Naturaleza del contacto 

Estado del animal sin considerar si esta vacunado 

En el momento del episodio 
sospechoso 

Durante el periodo de 
observacion de 10 dias 3 

Action recomendada 

Contacto sin lesion; 
contacto indirecto; 
ningun contacto 

Rabioso 

Sano 

Ninguna 

Lamedura de la piel; 
arariazos o erosiones; 
mordedura leve en las partes 
cubiertas de los brazos, del 
tronco y de las piernas 

a- Presuntos sintomas de 
rabia b 

Sano 

Iniciar la vacunacion 
Interrumpir la misma si el 
animal sigue sano durante 
cinco dias 3 ' c 

b- Animal salvaje d 
o animal que no puede ser 
sometido a observacion 

Rabioso 

Iniciar la vacunacion. 

Si el diagnostico es 
positivo, administrar suero 
y completar el esquema de 
vacunacion. 

Lamedura de las mucosas; 
mordedura grave compuesta 
de mordeduras multiples o 
situadas en cara, cabeza, 
dedos y cuello 

Animal domestico o salvaje b 
sospechoso de rabia d o 
rabioso, o animal que no 
puede ser sometido a 
observacion 

Rabioso 

Administrar suero y vacuna. 
Interrumpr la vacunacion si 
el animal sigue sano durante 
cinco dias. 3 0 


Tabla 26.3. Guia para instituir la profilaxis anti-rabica post-exposicion de la persona. 

a EI periodo de observacion recomendado se aplica solo a perros y a gatos. 

b En zonas endemicas, todos los casos de mordeduras sin provocation deben ser considerados sospechosos, con exception 
de aquellos en los que los resultados de la inmunofluorescencia directa en cerebro sea negativa. 
c O si la prueba de inmunofluorescencia directa es negativa. 

d En general, en el contacto con roedores y conejos no es necesario el tratamiento antirrabico especifico. 


de 14 dosis, aplicandose 1 cada 24 horas y 2 dosis de refuerzo a los 
10 y 20 dias despues de finalizada la serie inicial. En el caso de las 
vacunas producidas en cultivos celulares se recomienda un esquema 
de aplicacion de 5 dosis y un refuerzo a los 90 dias. 

El tratamiento especifico de la rabia consiste en la administration 
de suero y vacunas anti-rabicas o solo de las vacunas que se men- 
cionaron en el parrafo anterior. La diferencia depende de la grave- 
dad de la exposicion y de la especie agresora. El tipo de tratamiento 
anti-rabico a prescribir depende de varios factores: a) el sitio de la 
mordedura; b) la magnitud de las heridas; c) la especie agresora; d) 
las circunstancias que rodearon la agresion; e) la situation epidemio- 
logica del area donde ocurrio el accidente; y f) del infonne inmediato 
del medico veterinario encargado de la observacion (especialmente 
cuando el agresor ha sido un perro o un gato). 

Los sueros anti-rabicos para uso humano se utilizan en el trata- 
miento de pacientes que sufrieron heridas graves o mordeduras por 
animales silvestres. Si el suero es de origen humano se denomina 
homologo y se obtiene por la concentration y fraccionamiento del 
plasma de personas previamente inmunizadas. Si el suero es de 
origen animal se denomina heterologo y se obtiene del plasma de 
mulas o caballos hiper-inmunizados. 

El tratamiento debe iniciarse lo mas precozmente posible des- 
pues de la exposicion, pero en ningun caso se debe rehusar la ad- 
ministracion del mismo a una persona expuesta cualquiera sea el 
tiempo ya transcurrido. En las zonas donde se carezca de suero 
anti-rabico habra que administrar el tratamiento vacunal completo. 

7. 1 . AcaONAR LOCAL EN LAS HERIDAS CON POSIBLE EXPOSICION AL VIRUS 
DE LA rabia: MEDIDAS RECOMENDADAS EN TODOS LOS CASOS 

7.1.1. Primeros auxilios 

Como el procedimiento mas eficaz de protection es la elimination 
del virus de la rabia en el punto de infection por metodos qulmicos 
o fisicos, el lavado inmediato y a chorro con agua jabonosa, con un 
detergente o aun con agua sola (metodo recomendado en todas las 
mordeduras, inclusive en las que no haya posibilidad de contacto 
con virus rabico) es una medida indispensable. A continuation se 
aplica alcohol (400-700 ml/litro), tintura de yodo o soluciones yo- 


dadas o compuestos de amonio cuatemario (1 ml/litro). En caso de 
que se haya empleado jabon para limpiar la herida, se eliminaran 
todas las partfculas que queden antes de aplicar los compuestos de 
amonio cuaternario, pues el jabon neutraliza su actividad. 

7.1.2. Accionar inmediato efectuado por el medico o realizado 
bajo su supervision 

Se deben efectuar las siguientes acciones: a) limpiar la herida segun 
lo indicado en el parrafo anterior; b) aplicar el suero anti-rabico, 
instilandolo cuidadosamente en la herida e infiltrandolo alrededor; 
c) posponer la sutura de la herida, aunque si la realization de la 
misma es imperativa, se procedera a la aplicacion topica de suero 
anti-rabico en la forma indicada; d) aplicar -cuando esten indica- 
das- las medidas de prevention contra el tetanos y otras infecciones 
distintas de la rabia. 

7.1.3. Accionar general especifico 

Es dependiente de la naturaleza del contacto y del animal en el 
momenta de la exposicion y durante el periodo de observacion, si 
es que se hubiera logrado su captura. 

8. Medidas a ejecutar con el animal agresor 

En el caso que el agresor fuere un perro o un gato, dicho animal 
debera ser capturado y puesto en observacion por un periodo de 10 
dias (periodo maximo despues del cual si el animal hubiera elimi- 
nado virus por saliva al momenta de la agresion, deberia exhibir 
signos de enfermedad). Transcurrido dicho periodo, si el animal 
permanece sin signo-sintomatologia compatible con rabia, podra 
asegurarse que no estaba rabioso al momenta de la agresion. Todo 
animal mordedor del que se sospeche que esta rabioso debe sa- 
crificarse inmediatamente y realizar un estudio de sus tejidos por 
tecnicas apropiadas de laboratorio. 

9. Control de la rabia animal 

La rnejor manera de proteger al hombre contra la rabia -como con- 
tra otras zoonosis- es reducir el numero de animales transmisores 
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mediante vacunacion. Dado que el perro es el principal vector de la 
rabia al hombre, se debe dirigir hacia dicho animal especial aten- 
cion en los programas de control. 

Los mismos se basan en el planeamiento oportuno, la education 
para la salud de la poblacion, la cobertura de vacunacion apropiada 
y la vigilancia epidemiologica y la elimination de perros callejeros. 
Merece destacarse el programa de control de la rabia iniciado en 
el Gran Buenos Aires (Argentina) en 1976, cuando los casos de 
rabia animal superaron el numero de 4 000, cifra superior a la de 
cualquier pais del continente americano. 

En Argentina se usan diversos tipos de vacunas para la inmu- 
nizacion de los animales: las preparadas en cerebro de raton o de 
rata lactantes (producidas en laboratorios oficiales en cantidad in- 
suficiente para cubrir las necesidades del pais) y las preparadas por 
laboratorios comerciales en sistemas celulares de lrneas continuas, 
tales como BHK y Nil. El empleo de cultivos celulares y de inacti- 
vantes nucleofflicos ha posibilitado la obtencion de vacunas que son 
muy estables, que estimulan la production de excelentes respuestas 
serologicas y una inmunidad conferida por lo menos por el termino 
de tres anos. 

El principal vector de la rabia para el hombre y los bovinos en 
Europa es el zorro. Los intentos de establecer programas de control 
para esta especie, por medio de la reduction poblacional, han sido 
ineficaces. Por ello, se han desarrollado programas de vacunacion 
oral con cebos que contienen virus rabico atenuado. Si bien este 
metodo ha sido efectivo en Alemania, Belgica, Francia y Suiza, 
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no hay consenso para su utilization generalizada debido a que las 
cepas empleadas son patogenas para roedores y zorrinos y no in- 
munizan a los mapaches. 

En EE.UU. y diversos paises de Europa se han utilizado virus 
recombinantes (vaccinia o virus de la viruela de los canarios - gli- 
coproteina G de rabia) en condiciones muy controladas, no habien- 
dose observado morbi-mortalidad alguna en la fauna autoctona. 

Recientemente, se han realizado pmebas con diversas vacunas anti- 
rabicas atenuadas que expresan la glicoproteina G del vims salvaje o 
con la mutation Arg333Glu que promueve un fenotipo apatogeno en 
una vacuna con capacidad auto-replicante, con o sin insertion del gen 
del citocromo c humano. Estas promisorias vacunas han sido admi- 
nistradas por via oral a perros, a los que confirio inmunidad frente al 
desaffo subsiguiente con vims rabia tipo calle. Futures investigatio- 
ns, ademas de extender el analisis a otros animales tales como zorros, 
mapaches y mofetas deberan establecer la dosis efectiva minima, la 
duration de la inmunidad conferida, los sitios de replication viral y la 
estabilidad del vims vacunal en animales en contacto accidental con 
el vacunado. Estos estudios constituiran una herramienta fundamental 
para la valoracion de este tipo de vacunas en ensayos de campo con 
animales salvajes, y proveeran una contribution adicional a la Salud 
Publica de los paises desarrollados y en vias de desarrollo. 

lUOTA 

Este capitulo se finalizo en el ano 2010. 
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Virus transmitidos por artropodos 

Marta S. Sabattini 


1. Definicion 

Los virus transmitidos por artropodos, denominados arbovirus (del 
termino en ingles arthopod borne), constituyen un agrupamiento de 
virus que comparten su principal mecanismo de transmision, por el 
que son perpetuados en la naturaleza. 

El ciclo de transmision es: 

Vertebrado viremico (hospedador, fuente del virus) 

I 

Artropodo hematofago (vector) 

i 

Vertebrado no inmune (hospedador receptor del virus) 

2. ClCLOS SILVESTRES 

Los arbovirus replican (infectan), amplificandose, en el hospedador 
y en el vector. Se han detectado arbovirus en reptiles, aves y ma- 
nuferos. Producen una infection aguda, con desarrollo de viremia 
(virus en el plasma sanguineo) y posterior aparicion de anticuerpos, 
que se mantienen de por vida. La calidad de hospedador depende 
de la duration y nivel de la viremia y de la letalidad, que debe ser 
baja o nula, para que se mantenga el nivel de lapoblacion. El ciclo 
se limitaria en un lugar por acumulacion de inmunes; esto debe ser 
compensado por nacimiento de susceptibles y si no lo es, el ciclo 
se traslada a sitios vecinos donde el hospedador no esta inmune. 

Los principales artropodos implicados como vectores son los 
mosquitos, pero se han descubierto tambien arbovirus transmitidos 
por garrapatas, culicoides y flebotomos. Solamente la hembra de es- 
tos artropodos puede ser vector de arbovirus porque necesita ingerir 
sangre de un vertebrado para oviponer. La competencia vectorial esta 
dada por la capacidad de infectarse al ingerir sangre del hospeda- 
dor viremico y la capacidad de transmitir el virus a otro hospedador 
susceptible. Para cada par de virus y vector existe un umbral de la 
cantidad de virus en sangre por debajo del cual el vector no se infecta. 
Superando ese umbral, el virus ingerido llega al intestino, en cuyas 
paredes se replica, pasa a la linfa y con ella llega a la glandula salival, 
donde se encuentra durante toda la vida del vector. Esta infeccion 
no es deleterea. Cuando el vector infectado pica a otro hospedador, 
inyecta saliva contaminada. El tiempo desde que el vector ingiere la 
sangre viremica hasta que el virus se detecta en la glandula salival y 
lo puede transmitir, se denomina periodo de incubation extrinseca. 
Este proceso es dependiente de la temperatura ambiente. La longe- 
vidad del vector es suficiente para proveer la oportunidad de picar a 
multiples hospedadores susceptibles, transmitiendo el virus. 

Cada lugar geografico, y en el, cada habitat, tiene su fauna y 
su flora particular, con especies de arbovirus especificas que han 
encontrado las especies de vectores y hospedadores que los perpe- 
tuan y que constituyen el nicho ecologico para cada especie viral. 
Las selvas ecuatoriales y tropicales de todo el mundo, con su gran 
diversidad de especies en la fauna, ofrecen el nicho adecuado a un 
incalculable numero de arbovirus. Los conocidos al presente son 
una pequena parte de los que existen. 

El ciclo de transmision que perpetua un virus se denomina ciclo 
natural o ciclo silvestre, que segun el habitat puede ser selvatico, ru- 
ral, etc. El hombre y los animales domesticos no intervienen en este 
ciclo natural, pero al entrar en el nicho ecologico, si son susceptibles, 
se infectan por picadura del artropodo, con infecciones inaparentes o 


clfnicas, dando lugar a casos aislados en forma endemica y a brotes 
epidemicos selvaticos o rurales. Excepcionalmente, los arbovirus pre- 
sentan otros mecanismos de transmision en la naturaleza, con diversa 
importancia; en el vector, la transmision transovarica; y en el hospe- 
dador, transmision por contacto con virus excretado o eliminado por 
la sangre de heridas en el curso de peleas. 

En los climas templados el vector no tiene actividad durante 
el invierno. En estos casos el virus desaparece y es reintroducido 
desde zonas tropicales, cuando se reinicia la actividad del vector, o 
el virus se mantiene en mosquitos adultos infectados que pasan el 
invierno en lugares protegidos de las bajas temperaturas. 

3. ClCLOS URBAIUOS 

Ciertas especies de vectores y de hospedadores se han domesticado 
conviviendo con el hombre donde este se concentra, en pueblos y 
ciudades. Entre los mosquitos, Culex pipiens, Cx. quinquefasciatus 
y Aedes aegypti ; entre los hospedadores, aves como la paloma do- 
mestica y el gorrion, roedores como las ratas y el raton domestico, 
son ejemplos de ello. 

El ingreso a una localidad de un vector o hospedador infectados 
del ciclo silvestre, da oportunidad de transmitir el virus a estas otras 
especies domesticas y se produce un ciclo urbano de amplification 
y transmision viral. Esto es factible cuando los vectores y hospe- 
dadores de la localidad alcanzan una densidad de su poblacion que 
permite la circulation viral. En la medida de la patogenicidad del 
virus para el hombre y de la intensidad de la transmision, se produ- 
ce un brote epidemico de importancia en Salud Publica. 

Algunos virus, como fiebre amarilla (FA), dengue (DEN) 1, 2, 3 
y 4 y Oropuche, que en el ciclo silvestre tienen como hospedadores 
a monos, producen en el hombre viremia suficiente para infectar 
al vector; de esta forma, los ciclos urbanos se desarrollan entre un 
vector y el hombre como hospedador vertebrado. 

Los ciclos urbanos se autolimitan cuando crece la inmunidad 
del hospedador o por cesar estacionalmente la actividad del vector, 
y ofrecen la posibilidad de prevention y control. 

4. Clasificacion 

4. 1 Serol6gica 

De acuerdo al Catalogo Internacional de arbovirus se han recono- 
cido mas de 500 arbovirus o probables arbovirus en todos los Con- 
tinentes excepto Antartida. En la decada de 1920 fueron aislados 
los arbovirus de la FA en Africa, de la estomatitis vesicular indiana 
en Estados Unidos (EE.UU.) y de la enfermedad del Looping en 
Escocia. En la decada de 1930 se aislaron por primera vez los virus 
de la fiebre del Valle de Rift en Africa, de la enfermedad africana de 
los caballos, y una serie de virus productores de encefalitis como la 
encefalitis japonesa, encefalitis rusa de primavera-verano, encefa- 
litis equina del Este (EEE) o del Oeste (EEO) y encefalitis de San 
Luis (ESL) en EE.UU., la encefalitis equina venezolana (EEV) y 
del Nilo Occidental (West Nile). Se habian desarrolado tecnicas de 
preservation de los virus en el laboratorio (liofilizacion, congela- 
miento), lo que permitio su caracterizacion. 

Jordi Casals aplico la prueba serologica de fijacion del comple- 
mento (FC) para detectar reactividad cruzada entre los virus ESL, 
encefalitis japonesa y otros, iniciando asi un agrupamiento de estos 
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agentes virales por determinantes antigenicos comunes, base de una 
clasificacion serologica de los arbovirus. 

Aprovechando la capacidad de hemaglutinar globulos de gan- 
so, Albert Sabin produjo hemoaglutininas de FA y DEN y mostro 
que por inhibition de la hemaglutinacion (IF1A) habia una relation 
entre los antisueros y los antigenos de estos dos virus. Desde enton- 
ces esta tecnica se uso para mostrar similitud antigenica entre los 
arbovirus. Es asi como se crean los grupos A, B y C con virus que 
cruzaban serologicamente. En el grupo A, estaban los virus EEE, 
EEO, EEV y otros, en el grupo B, FA, encefalitis japonesa, ESLy 
otros, y en el grupo C una serie de virus que se habian aislado en 
Brasil. 

La publication de Delphine Clarke y Jordi Casals en 1958 di- 
fundio la obtencion de un antigeno para IF1A semipurificado con 
sacarosa-acetona que aun hoy se utiliza para diagnostico, vigilancia 
y clasificacion serologica de los arbovirus. En la decada de 1960, 
Robert Shope adapto la IHA a microtecnica en pequenas bandejas 
con 90 pozos en las que se pueden comparar gran numero de virus 
con sus respectivos antisueros simultaneamente, y aceleran la prueba 
de gran cantidad de sueros de encuestas. Complementariamente se 
descubrio que los virus que cruzaban en IHA y/o FC, no lo hacian 
o lo hacian levemente en la prueba de neutralization (NT) de la ca- 
pacidad infectiva. Por ello, con NT se identifica un virus (serotipo) 
cuando comparado con una cepa prototipo de un virus conocido, las 
reacciones cruzadas de sus antisueros presentan iguales titulos a los 
titulos homologos o difieren como maximo 2 veces. Dos virus perte- 
necen a diferente serotipo cuando en NT los dos antisueros difieren 
4 6 mas veces en su titulo, en ambos sentidos. 

Mientras tanto, se aislaban de la naturaleza cientos de virus 
que no reaccionaban en IHA con los virus de los Grupos A, B o C, 
conociendose otros Grupos serologicos: Bunyamwera, Anopheles 
A, California, Gamboa, Simbu, Phlebotomus, etc. Esta clasifica- 
cion se completo cuando aparecieron virus que en un sentido eran 
identicos y en otro sentido no. Se definieron asi subtipos y variantes 
serologicas. Por otro lado, dentro de un Grupo, los virus con cru- 
ce serologico marcado, constituyeron Complejos serologicos. De 
esta manera los niveles de la diferenciacion serologica son Grupo- 
Complejo-Serotipo-Subtipo-Variante. 

4.2 Taxonomica 

A partir de 1970 Frederick Murphy y otros demostraron que los 
arbovirus de un grupo serologico compartian la morfologia y mor- 
fogenesis dando las bases actuales de la clasificacion taxonomica. 
Los arbovirus del Grupo A forman el genero Alphavirus de la fami- 
lia Togaviridae. El Grupo B constituye el genero Flavivirus de la 
familia Flaviviridae. Este tipo de ordenamiento se extendio a todos 
los arbovirus que taxonomicamente pertenecen a distintas familias 
virales. Con el advenimiento de las tecnicas moleculares aplicadas 
al genoma viral, un serotipo es hoy una especie viral. Segun Jor- 
di Casals: "Un virus o especie es un conjunto de individualidades 
agrupadas alrededor de, y parecidas a un prototipo o modelo, mas 
que un numero de cepas todas identicas con el prototipo". En las 
especies virales se reconocen genotipos segun sus diferencias ge- 
nomicas. 

Entre losarbovirus reconocidos al presente, mas de 200 se han 
aislado en America del Sur, principalmente en la region Amazo- 
nia. Pertenecen a las siguientes familias y generos: 

Familia Togaviridae. De los dos Generos que la componen, 
Alphavirus y Rubivirus, el primero esta formado por arbovirus, 
constituyendo el Grupo A de la clasificacion serologica. Hasta 
ahora se han reconocido 27 Alphavirus en todo el mundo, de los 
cuales 7 serotipos se han aislado en America del Sur y de ellos, 5 
en Argentina (Tabla 27. 1). El virus Aura se aislo de Aedes serratus 
en la zona de Amazonia. En Argentina se lo encontro en la mis- 
ma especie de mosquitos cuando se estudiaba el brote de FA en 
1966. Los virus EEE y EEO se han encontrado repetidamente en 
caballos enfermos o muertos durantes brotes epizooticos; ambos 


producen encefalitis en el hombre. El virus UNA, subtipo de la 
especie viral Mayaro, se aislo en Brasil de mosquitos Psorophora 
ferox; en Argentina, se aislo de un potrillo rnuerto y de un caba- 
llo febril que presento conversion serologica. Del virus EEV se 
conocen los subtipos I a VI; en Argentina se aislo el subtipo VI, 
que es atenuado y enzootico, de mosquitos Culex (Melanoconion) 
delpontei de la zona subtropical. Durante un periodo interepizoo- 
tico, tambien en la zona subtropical de Argentina, se aislaron 3 
cepas identicas de un subtipo enzootico y atenuado de virus EEO, 
a partir de Culex ( Melanoconion ) ocossa. 

Familia Flaviviridae. La Familia Flaviviridae tiene 3 Generos, Fla- 
vivirus, Pestivirus y Hepacivirus, de los cuales los Flavivirus, son 
arbovirus transmitidos por mosquitos o garrapatas. En America del 
Sur se han reconocido 9 especies (serotipos) de Flavivirus, de los 
cuales 6 se han aislado en Argentina (Tabla 27.2). El virus ESL se 
aislo de hombres con un smdrome febril, de roedores y de mosqui- 
tos. Las cepas de roedores son atenuadas y constituyen el genotipo 
VII, el mas disimil de los genotipos conformados con base en las 
secuencias del gen de la proteina E de superficie. La cepa 78V-6507 
de mosquitos Cx.quinquefasciatus de la ciudad de Esperanza (Pro- 
vincia de Santa Fe) es virulenta y se clasifico en el subtipo V junto 
con cepas de Brasil, Peru y Trinidad. La cepa 79V-2533 aislada de 
Cx.(Cx.)spp. cerca de la misma ciudad, constituyo el genotipo III. 

Del virus FA se aislaron varias cepas de casos humanos durante 
un brote selvatico en Corrientes y Misiones, durante el ano 1966. 
El virus Ilheus se aislo circunstancialmente al estudiar la etiologia 
de casos con un smdrome febril, en la Provincia de Buenos Aires, 
en 1963. El DEN es una enfermedad producida por 4 especies vi- 
rales (serotipos 1, 2, 3 y 4) de las cuales DEN 2 file el primero en 
introducirse en Argentina en 1998, y le siguieron DEN 1 en el ano 
2000 y DEN 3 en el 2003. Se espera la introduction del DEN 4, 
activo en otros paises de America del Sur. Otro Flavivirus, del Nilo 
Occidental ( West Nile), que se introdujo y expandio rapidamente 
en America del Norte desde 1999, en su avance hacia el Sur, ha 
llegado a la Argentina. 

Familia Bunyaviridae. Tiene 5 Generos de los cuales Orthobun- 
yavirus, Nairovirus y Phlebovirus son arbovirus. Los Hantavi- 
rus son transmitidos por roedores y los Tospovirus son virus de 
plantas. Los Orthobunyavirus y Phlebovirus son muy numerosos 
en America del Sur, donde se han detectado hasta ahora unos 70 
serotipos; los Orthobunyavirus se agrupan en los Grupos serolo- 
gicos Anopheles A, Bunyamwera, C, California, Capim, Gam- 
boa, Guama, Simbu y Turlock, mientras que el Genero Phlebo- 
virus esta constituido por el Grupo serologico Phlebotomus. En 
la Argentina se han aislado hasta ahora Orthobunyavirus y otros 
4 agentes de la familia a los que aun no se les asigno el Genero 
(Tabla 27.3). Los virus Cache Valley, Kairi, Las Maloyas, Melao, 
San Juan y Turlock se han aislado de mosquitos o de un caballo 
febril durante los estudios de las encefalitis equinas, pero no se les 
ha reconocido importancia en la salud humana. El virus Oropuche 
se detecto en enfermos que se habian notificado como DEN pero 
habian resultado negativos en las pruebas de laboratorio; se han 
descrito tres genotipos (I, II y III) y el virus activo en la Argentina 
serfa de un genotipo IV, porque la divergencia de las secuencias 
nucleotidicas de las cepas argentinas y las cepas de otros paises 
varia entre 3,9 y 6,6%. Tres agentes virales denominados Resis- 
tencia, Barranqueras y Antequeras, forman un grupo serologico al 
que no se ha designado aun el Genero, lo mismo que el virus Para 
que no esta ni agrupado serologicamente con otros virus, ni se le 
asigno el Genero. Los virus del Grupo Resistencia tienen como 
vector a mosquitos subtropicales, y los anticuerpos en caballos 
indican que hay que tenerlos en cuenta en la patologia equina. Los 
Phlebovirus de Brasil no se han buscado en Argentina. 

Familia Reoviridae. Genero Orbivirus con dos serogrupos en Ame- 
rica del Sur, Changuinola y Corriparta, que incluyen mas de 50 
serotipos aislados en Brasil, principalmente de flebotomos; no se 
han encontrado en Argentina. 
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Tipo 

Subtipo 

Fuente 

Ano 

Zona o 

serologico 

o variedad 



provincia 

Aura 

- 

Mosquitos 

1966 

Misiones 

EEE* 

Sud America 

Caballos 

Desde 1 933 

Templada 

Mayaro 

UNA 

Caballos 

1964 

Cordoba 

EEV 

VI 

Cx. (Mel.) delpontei 

1980 

Chaco 



Otras spp. de mosquitos 

1982 

Santa Fe 

EEO 

Epizootico 

Caballos 

Desde 1933 

Templada 



Och. albifasciatus 

1 982-83 

Santa Fe 



Otras spp. de mosquitos 




Enzootico 

Cx. (Mel.) ocossa 

1980 

Chaco 





Corrientes 


Tabla 27.1. Familia Togaviridae , Genero Alpha virus: arbovirus aislados en Argentina. 'EEE, Encefalitis equina del Este; EEV. Encefalitis 
equina Venezolana; EEO, Encefalitis equina del Oeste; Cx., Culex; Mel., Melanoconion; spp., especies; Och., Ochlerotatus. 


Familia Rhabdoviridae, Genero Vesiculovirus. Para America del 
Sur se aislaron 6 agentes virales de los cuales dos se encontraron 
en Argentina. (Tabla 27.4) A otros virus de esta Familia aislados 
en Brasil, aun no se les atribuyo el Genero. El Genero Lyssavi- 
rus incluye al virus de la rabia que no es un arbovirus, y a otros 
virus relacionados con el. 

Corpus 5. NOMENCLATURA 

Editorial 

Las especies (serotipos) virales se designaron primero por el tipo de 
enfermedad que producfan o la especie de hospedador o de vector. 
Para diferenciar los distintos virus productores de encefalitis se los 
designo por su origen geografico, en Japon virus de la Encefalitis 
Japonesa; en Venezuela, virus de la Encefalitis Equina Venezolana; 
en Estados Unidos se diferenciaron los virus de la Encefalitis de 
San Luis, por la ciudad donde se reconocio la primera vez, y los 
virus de las Encefalitis Equina del Este o del Oeste, por la zona del 
pais donde se produjeron los primeros brotes. Luego, cada nuevo 
virus fue designado con el nombre del lugar donde se lo aislo por 
primera vez, sea un no, un valle, una localidad, etc. Los Grupos 
serologicos toman el nombre del primer virus aislado de ese grupo. 
Los subtipos o variantes se designan ya sea con numeros romanos, 
con letras por abecedario, con el nombre del lugar donde se aislaron 
o con la designation de la cepa tomada como prototipo. 

6. Asociacion con enfermedades 

Los arbovirus producen enfermedades en el hombre, en animates 
domesticos y excepcionalmente en animales silvestres. El espectro 
de las infecciones va desde inaparentes y formas leves, hasta formas 
graves y letales. Por lo general, son mas las infecciones inaparen- 
tes que las formas clfnicas. En adultos la tasa inaparente:aparente 
puede llegar a 1000: 1, pero varia segun el virus y segun el brote. 

En la Tabla 27.5 se resumen las enfennedades que producen los 
arbovirus en el hombre y se indican los virus que las producen en 
Argentina o que posiblemente esten produciendo estas patologfas 
en la actualidad pero no se los estudia, o virus que pueden ingresar 
al pats como el caso de DEN 4 y del Nilo Occidental. 

Los virus del primer grupo son neuroinvasivos y producen una 
enfermedad sistemica febril o una neurovirosis. La fiebre se instala 
abruptamente y el paciente presenta escalofrfos, artralgias y mial- 
gias que pueden durar una o dos semanas con completa recupera- 
tion, o seguir con irritabilidad, somnolentia, cefalea, temblores, 
rigidez de nuca, fotofobia, vomitos, diarrea, cianosis, convulsiones 


y coma. La EEE es la arbovirosis de mas alta letalidad y casi todos 
los que se recuperan presentan secuelas ffsicas o mentales progre- 
sivas. La EEO es mas grave en los ninos, el 30% de los casos se 
produce en menores de 1 ano y pueden desarrollar paresis espastica 
y retraso mental. La ESL es mas grave en los adultos mayores por 
una mayor susceptibilidad a la infection neurologica; en ellos la 
tasa de casos fatales llega al 30%. En los ninos y adultos jovenes los 
sintomas son fiebre, cefalea y no mas de una meningitis aseptica. 
En estas neurovirosis el LCR es claro, incoloro, presenta pleoci- 
tosis con preponderancia de polimorfonucleares en el comienzo o 
linfocitosis. El laboratorio hematologico da valores normales, salvo 
patologfas previas o nosocomiales. 

DEN y FA son considerados Fiebres Hemorragicas. El DEN 
sera tratado en otro capitulo. 

La FA es una enfermedad bifasica. La primera fase se carac- 
teriza por fiebre, cefalea, escalofrfos, nauseas, vomitos, debilidad 
y mialgias generalizadas. Despues de 3 6 4 dias los sintomas van 
desapareciendo o luego de una breve remision se instala una forma 
grave por localization en hfgado y rinon con manifestaciones he- 
morragicas, ictericia, falla renal y una alta letalidad. 

Las enfermedades febriles son producidas como formas leves 
por virus que producen encefalitis o fiebres hemorragicas pero tam- 
bien por una serie de arbovirus que nunca u ocasionalmente se en- 
cuentran en una meningitis. Llegan a la consulta cuando se produce 
un brote urbano. 

7. Diagnostic*) y ensayo viral 

El diagnostico se basa en tres premisas, clfnica, epidemiologfa y 
laboratorio virologico. La clfnica se encuadra en uno de los sfn- 
dromes descritos. La epidemiologfa es de particular importancia 
para orientation. Se debe considerar la distribution geografica de 
la enfermedad, que grupos etarios afecta, si es un caso aislado o 
un brote, si es rural o urbana. 

Hoy existen herramientas en el laboratorio para llegar a la etio- 
logia de todas las Arbovirosis incluidas en la Tabla 27.5, siempre 
que se disponga de las muestras adecuadas del paciente. 

7. 1 Deteccion de virus 

La deteccion de virus en pacientes o en muestras de artropodos o 
vertebrados del ciclo natural, se realiza por: a) aislamiento del virus 
infectivo inoculando las muestras en hospedadores de laboratorio; 
b) amplification del RNA por PCR; c) deteccion de antigenos vi- 
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Tipo 

Fuente 

Aho 

Provincia 

ESL* 

Hombre 

1963 

Buenos Aires 

Roedor 

1966 

Cordoba 

Mosquitos 

1978-79-82-84 

Santa Fe 

2005 

Cordoba 

FA 

Hombre 

1966 

Corrientes - Misiones 

ILHEUS 

Hombre 

1963 

Buenos Aires 

DEN 1 

Hombre 

2000 

Jujuy - Formosa - Misiones 

2003 

Salta 

DEN 2 

Hombre 

1998 

Salta 

2003 

Salta - Jujuy 

DEN 3 

Hombre 

2003 

Salta 

2004 

Salta-Jujuy-Formosa 


Tabla 27.2. Familia Flaviviridae, Genero Flavivirus : arbovirus aislados en Argentina. *ESL, Encefalitis de San Luis; FA, Fiebre amarilla; 
DEN, Dengue. (Datos ineditos del Instituto Nacional de Virosis Hemorragicas, Pergamino). 


rales por ELISA; d) deteccion de inclusiones intracelulares en sec- 
ciones histologicas tenidas con hematoxilina-eosina (por ejemplo, 
higado en FA); e) deteccion de antlgeno especlfico por inmunohis- 
toqulmica. Como la viremia en el hombre desaparece al iniciarse 
los slntomas o pocos dlas despues (2° a 3° dla en las neurovirosis; 
5° dla para DEN y FA), la deteccion se hara con una muestra de 
suero lo mas temprana posible; adquiere la mayor importancia que 
el medico determine por interrogatorio la fecha de inicio de la en- 
fermedad con precision y comunique la fecha de la muestra, para 
interpretar los resultados. Lo mismo es valido para el LCR. En los 
casos fatales la viremia puede prolongarse por lo que en la autopsia 
se extrae sangre de los grandes vasos, mas una portion del organo 
bianco, higado si se sospecha FA, cerebro en las neurovirosis. 

El hospedador de laboratorio universal para aislamiento de los 
arbovirus es el raton albino suizo recien nacido, excepto para los 
virus DEN que no son letales para este hospedador sino despues de 
una adaptation. La altemativa de usar cultivos celulares, reemplaza 
al raton por razones de bioseguridad pero son mas costosos porque 
se usan insumos que no se producen en Latinoamerica. Se necesitan 
dos o mas lineas celulares porque la susceptibilidad de cada una 
esta limitada a ciertos arbovirus. Los cultivos mas usados incluyen 
las lineas Vero y LLCMK2 (rinon de mono), BHK (rinon de ham- 
ster) y los cultivos primarios de embrion de polio o pato. Para los 
virus DEN se prefiere una llnea celular derivada de mosquitos, C 
6/36, que tambien es muy sensible para el virus ESL. 

Cada cepa de arbovirus debe ser conservada en el laboratorio 
como semilla maestra con un bajo nivel de pasaje; posibles varia- 
ciones puntuales en su genoma RNA o selection de subpoblaciones 
virales en los sucesivos pasajes, pueden modificar los determinantes 
antigenicos y/o la virulencia. La temperatura de conservation de las 
cepas debe ser -70°C bajo cero o menos, porque son termosensibles. 

La identification especifica de las cepas aisladas puede hacerse 
por Inmunofluorescencia (IF) en las celulas inoculadas con el ma- 
terial viral, si se sospecha de que virus se trata. En caso contrario 
se recurre a la IHA, FC o NT con antlgenos virales producidos con 
el cerebro de ratones lactantes o cultivos celulares infectados. Para 
IHA y FC el antlgeno se semipurifica por el metodo de sacarosa- 
acetona. Los antlgenos se enfrentan con llquidos inmunes, por lo 
general llquidos asclticos obtenidos de ratones inmunizados con 
cepas virales prototipo e inoculados via intraperitonal con celulas 
del Sarcoma 180. Tambien se pueden utilizar sueros de conejos, co- 
bayos o hamsteres inmunizados. La especificidad del suero para una 
especie viral depende del numero de inyecciones de material viral y 


del momenta de extraction. Cuanto menos inyecciones y mas tem- 
prana sea la extraction, el llquido inmune es mas especifico pero 
de bajo tltulo. Por el contrario, los llamados llquidos hiperimnunes, 
con gran reactividad cruzada con otros agentes del mismo Grupo 
serologico, se obtienen al hacer varias inyecciones con un serotipo 
y una extraction tardia. Los llquidos imnunes de Grupo son los ob- 
tenidos por inmunizacion de los ratones con diferentes virus de un 
mismo Grupo serologico en sucesivas inyecciones; reaccionan con 
todos los serotipos del grupo. Para algunos serotipos (por ejemplo 
DEN 1, 2, 3 y 4) se dispone de anticuerpos monoclonales especifi- 
cos para cada uno, que se usan en IF directa. 

Cuando no hay datos orientadores para la identification de los 
virus aislados se puede recurrir a la microscopia electronica que, 
por las caracterfsticas morfologicas, ubica la familia viral del ais- 
lamiento. Si no se dispone de esta herramienta, se enfrenta el antl- 
geno del virus desconocido con los llquidos de Grupo disponibles 
en IHA y luego, con los sueros mas especificos de cada serotipo 
del Grupo que resulto positivo, en NT. Esta identification se reali- 
za, por lo general, en laboratorios de referencia donde cuentan con 
condiciones de bioseguridad para manejar virus exoticos. 

Cuando se dispone de muestras tempranas del paciente o mues- 
tras de vertebrados o vectores de la naturaleza, se intenta detectar 
el virus simultaneamente por aislamiento y por deteccion del RNA 
por RT-PCR, con resultados dispares en cuanto a sensibilidad pero 
con ventaja para la RT-PCR por su rapidez. En la RT-PCR, el primer 
par de iniciadores es especifico de un genero viral o de un Grupo o 
Complejo serologico y, con un segundo par de iniciadores se ampli- 
fica el fragmento especifico de la especie viral que se sospecha. El 
reconocimiento de genotipos con diferente distribution geografica 
para una misma especie viral plantea la posibilidad de un resultado 
falso-negativo. Ademas, si al realizar la PCR se agota la muestra ori- 
ginal y su RNA extraido, se imposibilitan estudios ulteriores. Por lo 
que ese ensayo no sustituye el aislamiento del virus infectivo con el 
que se prepara una semilla viral. Ambos ensayos, aislamiento y PCR 
se complementan cuando se aplica la PCR sobre la semilla viral. 

Como ocasionalmente pueden ocurrir contaminaciones cruza- 
das durante el aislamiento y tambien en la PCR a partir del control 
positivo, es necesaria la validation de estos procesos en el caso 
de positividad, mediante el reaislamiento o deteccion por segunda 
vez del RNA viral, partiendo de la muestra original. Por otra parte, 
cada uno de estos ensayos valida al otro o se busca la validation 
por deteccion de antlgeno viral en la muestra o por aparicion de 
anticuerpos en el paciente o del vertebrado en estudio. 
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Grupo 

Serologico 

Tipo 

Subtipo 

o variedad 

Fuente 

Ano 

Provincia 

Genero Orthobunyavirus 

Bunyamwera 

Cache Valley 

Laguna Larga 

Mosquitos 

1964-65 

Cordoba 



Maguari 

Mosquitos 

1982 

Santa Fe 


Kairi 

- 

Mosquitos 

1966 

Cordoba 




Caballo 

1973 

Rio Negro 

Anopheles A 

Las Maloyas* 

- 

Mosquitos 

1980 

Corrientes 

California 

Melao 

AG-83-497 

Mosquitos 

1982 

Santa Fe 

Gamboa 

San Juan 

78V-2441 

Mosquitos 

1977 

Santa Fe 





1978-80 

Chaco 

Turlock 

Turlock 

- 

Mosquitos 

1984 

Santa Fe 

Simbu 

Oropuche** 

- 

Hombre 

2005 

Jujuy 

Genero no asignado 

Resistencia 

Resistencia* 

AG80-504 

Mosquitos 

1980 

Chaco 



AG80-517 

Mosquitos 

1980 

Chaco 


Barranqueras* 

- 

Mosquitos 

1980 

Chaco 


Antequeras* 

- 

Mosquitos 

1980-82 

Chaco-Santa Fe 

Genero no asignado 

No agrupado 

Para 

- 

Mosquitos 

1980 

Chaco 


Tabla 27.3. Familia Bunyaviridae : arbovirus aislados en Argentina. * Nuevos para la Ciencia. / ** Detectado por PCR (Datos ineditos del 
Instituto Nacional de Virosis Hemorragicas, Pergamino). 


Para vigilancia de la infeccion de mosquitos por determinados 
virus se han desarrollado pruebas de ELISA de deteccion de antlge- 
no viral, que permiten procesar muchas muestras simultaneamente, 
en corto tiempo. 

7.2 Deteccion de anticuerpos 

Las infecciones por arbovirus en los hospedadores vertebrados 
pueden ser diagnosticadas por la demostracion de anticuerpos 
especificos despues del clearance de la viremia. En encuestas, 
se puede determinar la seroprevalencia de anticuerpos para un 
determinado agente y despues de un brote, la tasa de infecciones 
inaparentes. En animales centinela (animales susceptibles que se 
exponen en la naturaleza) la aparicion de anticuerpos indica acti- 
vidad viral para ese lugar y tiempo. 

El paciente u hospedador vertebrado, en general, puede presen- 
tar una infeccion primaria, cuando es la primera vez que se infecta 
con un virus de un Grupo serologico, reaccionando con anticuerpos 
a mas alto titulo con el serotipo viral que los produjo. Si el paciente 
u hospedador se habla infectado, previo a la infeccion actual, con 
otro serotipo del mismo Grupo, se presenta una reaccion secunda- 
ria, que se caracteriza por la positividad a titulos altos y semejantes, 
frente a varios virus del mismo Grupo serologico, impidiendo deci- 
dir cual de esos virus produjo la infeccion actual. 

El diagnostico rapido con base en los anticuerpos consiste en 
la deteccion de IgM especifica en el suero agudo, o en el LCR de 
las neurovirosis, cuando se los enfrenta con antlgenos virales. Los 
anticuerpos IgM preceden a los anticuerpos IgG, aparecen al 1° 6 
2° dia de enfermedad en las neurovirosis y al 5° dia en DEN y FA, 
y representan una infeccion reciente por su pronta desaparicion; sin 


embargo, en la ESL se ha descrito la persistencia de IgM por un ano, 
en algunos casos. Las IgM pueden reaccionar con antlgenos de otros 
virus del mismo Grupo serologico del que produjo la infeccion. La 
presencia de IgM en el LCR tiene un importante valor diagnostico 
de las neuroarbovirosis porque significa produccion local de anti- 
cuerpos; sin embargo, es necesario descartar que la presencia de la 
IgM se deba al pasaje de la sangre por rotura de la barrera hemato- 
encefalica. 

La IgM especifica se puede determinar por ELISA de capture o 
por IF indirecta, pero se prefiere la primera por dos razones: a) ma- 
yor sensibilidad; y b) lecture de los resultados objetiva. Con ambas 
tecnicas se presentan problemas de especificidad (falsos positivos) 
en pacientes con factor reumatoideo. 

Los anticuerpos IgG aparecen entre una semana y 20 dias des- 
pues de iniciados los sintomas, alcanzan su nivel maximo a los 30- 
60 dias y luego de un tiempo variable declinan, sin desaparecer. 
Esta evolucion permite un diagnostico confirmatorio cuando con 
dos muestras, un suero agudo y otro de la convalecencia, se pro- 
duce un aumento de titulo de anticuerpos de 4 veces (conversion 
serologica) o los anticuerpos declinan en titulo 4 veces (conversion 
serologica inversa), segun el dia post-comienzo de la enfermedad 
en que fueron extraidos los sueros. 

Los anticuerpos IgG se pueden detectar por IHA, NT y FC, 
siendo los FC los que declinan mas rapido hasta desaparecer y los 
NT los que se mantienen por anos. 

Siendo la IHA mas sencilla, menos costosa y mas rapida que 
la NT y en la que se enfrentan los sueros con muchos antige- 
nos simultaneamente, pero menos especifica, la secuencia de las 
pruebas serologicas a utilizar es, primero la IHA y luego, los 
sueros positivos se procesan por NT. 
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Tipo 

Fuente 

Ano 

Provincia 

Calchaqui * 

Mosquitos 

1982 

Santa Fe 

Cocal 

Caballo 

1963 

Buenos Aires 


Tabla 27.4. Familia Rhabdoviridae, Genero Vesiculovirus : arbovirus aislados en Argentina. * Nuevo para la Ciencia. 


Tipo de enfermedad 

Virus 

Meningitis 

EEE*, EEO, ESL 

Meningoencefalitis 

Rocio 

Encefalitis 

Nilo Occidental 

Fiebres hemorragicas 

FA, DEN 1, 2, 3, 4 

Enfermedad febril 

DEN 1, 2, 3, 4 clasico 

con exantema 

Mayaro (subtipo UNA) 

Enfermedad febril 

Oropuche, llheus, DEN 1, 2, 3,_4 

EEV subtipo VI, EEE, EEO, ESL 

Bunya y Phlebovirus de Brasil 


Tabla 27.5. Tipos de enfermedad de las arbovirosis y virus que los producen en Argentina. * EEE, Encefalitis equina del Este; EEO, 
Encefalitis equina del Oeste; ESL, Encefalitis de San Luis; FA, Fiebre amarilla; DEN, Dengue ; EEV, Encefalitis equina Venezolana. Negrita, 
etiologia potencial para Argentina. 


7.3 Interpretacion de resultados diagnosticos 

Un paciente que presenta la cllnica y la epidemologia de una arbo- 
virosis se categoriza como caso sospechoso y se somete a las prue- 
bas del laboratorio virologico. Segun el resultado de las mismas el 
paciente se categoriza por el grado de certidumbre que se logra. 

Caso probable 

Es el caso sospechoso que presenta uno de las siguientes resultados: 

a) Anticuerpos IgM por ELISA o IF, o aislamiento viral, o RT- 
PCR, positivos en un suero agudo y carece de otras muestras. 

b) Anticuerpos FC o IHA o NT a alto titulo en el suero convale- 
ciente y carece de suero agudo. 

c) Inmunohistoquimica positiva o presencia de inclusiones en sec- 
cion histologica (FA) en organos y carece de sueros. 

Caso confirmado 

Es el caso sospechoso que presenta uno de los siguientes resultados: 

a) Dos o mas de las siguientes pruebas positivas en suero agudo: 
Anticuerpos IgM, aislamiento viral y RT-PCR y carece de otras 
muestras. 

b) Conversion serologica (aumento o disminucion de 4 veces en 
el titulo de anticuerpos) entre suero agudo y suero de convale- 
ciente. 

c) Dos pruebas positivas en organos: Inmunohistoquimica, presen- 
cia de inclusiones (FA), aislamiento viral o RT-PCR. 

d) Anticuerpos IgM en LCR. 

e) Una prueba positiva en organos mas una de las siguientes prue- 
bas en el suero agudo: Anticuerpos IgM, aislamiento viral o 
RT-PCR. 

Caso indeterminado 

a) Anticuerpos IgM, aislamiento y/o PCR negativos en suero agu- 
do y carece de suero convaleciente. 

b) Anticuerpos IHA y/o NT a titulos bajos en suero de convale- 
ciente y carece de suero agudo. 

Caso remoto (infeccion anterior a la enfermedad actual) 
Anticuerpos IHA o NT positivos a bajos titulos, sin conversion se- 
rologica, en dos muestras de suero agudo y convaleciente suficien- 
temente separadas en el tiempo. 


Caso negativo 

Anticuerpos negativos en el suero de convaleciente, y no reune las 
condiciones para las categories anteriores. 

8. Epidemiologi'a 

Cada arbovirus tiene sus caracterlsticas propias, algunas derivadas 
de su particular ciclo de transmision. 

Los virus de distribucion geografica muy amplia varian en las 
especies de hospedadores y vectores y, en consecuencia, se presentan 
con diferencias epidemiologicas de un area a otra y hasta de un brote 
epidemico a otro. Las caracteristicas mas destacadas de la epidemio- 
logia de los arbovirus incluidos en Tabla 27.5 son las siguientes. 

El virus EEE, en EE.UU., enferma y es letal para el ser huma- 
no, los equinos y los faisanes produciendo casos rurales. Su dis- 
tribucion comprende principalmente los Estados del Este del Rfo 
Mississippi. Es endemico y epidemico y circula entre los pajaros y 
especies de mosquitos. En ese pais esta es la neuroarbovirosis mas 
grave, presenta mas alta tasa de infecciones aparentes:inaparentes 
(1:23) aunque hay variacion de un brote a otro. En Argentina se han 
presentado epizootias equinas, en pequenas areas geograficas, ya 
sea de la zona templada como de la subtropical. Los pajaros consti- 
tuyen el hospedador y no se conoce el vector. No se han encontrado 
casos humanos, lo cual se atribuye a variables ecologicas o a la baja 
densidad humana en las zonas de las epizootias. 

El virus EEO viene produciendo epizootias equinas y epidemias 
rurales en los agro-ecosistemas de los EE.UU. con mas frecuencia 
al Oeste del Rfo Mississippi, siendo endemico en algunas zonas. 
La mitad de los casos se producen en ninos menores de 10 anos 
y la enfermedad es mas severa por debajo de un 1 ano de edad, 
debido a una mayor susceptibilidad a la infeccion neurologica. El 
sexo masculino y la ocupacion de agricultor mostraron las mas altas 
incidencias. En la Argentina se producen grandes epizootias equi- 
nas que abarcan toda el area templada, cada 10 6 mas anos, pero 
casos humanos se han encontrado solamente en la Provincia de Rfo 
Negro, en una zona con granjas que disponen de riego cerca de la 
ciudad de Viedma. Entre las epizootias, el virus desaparece y debe 
ser reintroducido; se desconoce si desde America del Norte o desde 
focos enzooticos de la zona tropical de America del Sur. No se ha 
encontrado cuales son los hospedadores vertebrados del ciclo, pero 
se comprobo por aislamiento viral y competencia vectorial que la 
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especie de mosquitos Ochlerotatus albifasciatus es el vector prin- 
cipal de estos ciclos expansivos. 

Un subtipo atenuado y enzootico de virus EEO (cepa proto- 
tipo AG 80-646) y el serotipo AURA del Complejo EEO, ambos 
aislados de mosquitos en la zona subtropical de la Argentina (Ta- 
bla 27.1), deben tenerse en cuenta en todas las investigaciones y 
diagnostico por la similitud genomica y serologica con virus EEO 
epizootico. 

El virus ESL es endemico desde Canada, al Norte, hasta donde 
se lo ha buscado, al Sur en Argentina, la Provincia de Rio Negro. 
Infecta caballos, pero no los enferma y en el hombre solo una pe- 
quena parte muestra enfennedad, segun se inhere de la alta propor- 
tion de casos inaparentes que revelan las encuestas serologicas. A 
pesar de que en Argentina se conoce desde 1955, recien en 1966 en 
la Provincia de Buenos Aires, se aislaron 2 cepas de casos humanos 
con un smdrome febril indiferenciado y en un estudio serologico 
retrospectivo 42 pacientes resultaron positivos, de los cuales 21 
presentaron conversion por la prueba poco especihca de IELA. Otros 
5 casos febriles en Argentina, 2 de ellos en el 2002 y 2003 en la 
Ciudad de Cordoba, son todos los casos reconocidos en un periodo 
de casi 40 anos. 

Entre enero y mayo del ano 2005 se produjo el primer brote urba- 
no de esta enfennedad para la Argentina, con 183 notihcaciones, 72 
estudiados y de ellos 48 probables y 24 conhrmados, con 8 muertes 
en la Ciudad de Cordoba y poblaciones vecinas. La gravedad y la 
tasa de casos fatales crecio con la edad. Se aislo virus ESL de los 
mosquitos Culex quinquefasciatus, especie vectora que compoma el 
84% de los mosquitos capturados, y una alta transmision viral ya que 
el 62% de las aves de corral tenian anticuerpos. Entre los pajaros, el 
homero ( Fumarius rufus) fue uno de los hospedadores expandidores. 
La paloma torcaza ( Zenaida auriculata), que duerme y anida en los 
bosques xerohlos del Norte y Oeste de la Ciudad y vuela diariamente 
grandes distancias para alimentarse, es la candidata para transportar 
el virus del ciclo silvestre al ciclo urbano. 

La Fiebre de Ilheus es una enfennedad de paises tropicales de 
America del Sur donde los casos conhrmados se dieron en perso- 
nas expuestas en la selva, donde ocurren los ciclos enzooticos. La 
posible asociacion de este virus con una enfermedad en equinos no 
esta conhrmada. En Argentina se han encontrado anticuerpos NT en 
pajaros y equinos y anticuerpos IHA en bovinos; en 1966 se aislo 
una cepa viral de un paciente febril y se encontraron conversiones 
serologicas en la Provincia de Buenos Aires por la prueba, poco 
especihca, de IEIA. 

La FA presenta en America del Sur un ciclo urbano, entre mos- 
quitos de una especie introducida - Aedes aegvpti- y el hombre, y 
un ciclo silvestre en los bosques tropicales, entre especies de monos 
y mosquitos de los generos Haemagogus y Sabethes , que viven en 
la copa de los arboles. Una campana de eradication de Ae.aegypti, 
completada en 1963 para Argentina, termino con los brotes urba- 
nos en America Latina. La reinfestacion de las ciudades con esta 
especie de vector plantea la posibilidad actual de reurbanizacion 
de la FA. Mientras, los ciclos selvaticos de la zona de Amazonia 
presentan ondas expansivas hacia el Sur; una de ellas llego a la 
Argentina en 1966 y se produjo el primer brote selvatico registrado 
en Misiones y Corrientes, con 15 casos estudiados, 5 conhrmados, 
8 presuntivos y 2 negativos. Desde entonces no se han notihcado 
casos de FA en Argentina. Sin embargo, se han encontrado personas 
no vacunadas de la Provincia de Salta que presentaban anticuerpos. 

Los virus de America del Sur que producen un smdrome febril 
indiferenciado, a veces con exantema, son muchos pero solo algu- 
nos se han reconocido en Argentina. Desde el ingreso del DEN a 
la zona subtropical, se empezaron a tener en cuenta y es as! como 
pacientes negativos para DEN y ESL se han conhrmado para virus 
Oropuche por MAC-ELIS A para anticuerpos IgM o por RT-PCR en 
muestras de sueros de pacientes con menos de 5 dias de evolution. 
Este es considerado como uno de los mas importantes arbovirus de 


America del Sur, habiendose registrado numerosos brotes urbanos 
en los que se enferman cientos de miles de personas en las grandes 
ciudades, por lo que su importancia en Salud Publica estriba en la 
alta morbilidad. En esta enfennedad son mas las infecciones clini- 
cas que las inaparentes (2:1). 

El virus EEV subtipo VI encontrado en la zona subtropical (Ta- 
bla 27.1) puede estar causando un smdrome febril en esa zona de 
Argentina pero no se lo ha investigado sistematicamente. 

Entre los Bunyavirus y Vesiculovirus de la Argentina (Tablas 
27.3 y 27.4), el virus Cache Valley infecta los seres humanos y caba- 
llos, pero no se analizo su patologla para esos hospedadores. 

En general, desde hace 10 anos la situation epidemiologica de los 
arbovirus en Argentina ha variado. La reinfestacion con mosquitos 
Ae.aegypti y la posterior introduction de DEN 1, 2 y 3, la production 
de brotes urbanos de ESL, el reconocimiento de la Fiebre de Oropu- 
che y la posibilidad de la introduction de DEN 4 y del virus del Nilo 
Occidental indican la necesidad de tenerlos en cuenta. Desde que este 
capftulo fue escrito se ha incrementado la actividad de Flavivirus en 
Argentina. Se ha conhrmado el ingreso del virus del Nilo Occidental 
al pats por la detection de casos en equinos y a principio del ano 
2008 se ha producido despues de 42 anos un nuevo brote de Fiebre 
Amarilla selvatica en la Provincia de Misiones, con la detection del 
vims en monos muertos y casos humanos en personas no vacunadas. 
Esto plantea la posibilidad de la urbanization del brote por hallarse 
el vector urbano presente en toda area subtropical de la Argentina y 
buena parte del area templada y plantea problemas de disponibilidad 
de vacunas y de programas de vacunacion permanentes. 

9. Prevencion y control 

La cepa de FA denominada 17D es la adaptation de una cepa aislada 
en Africa en 1927, por multiples pasajes en tejidos de embrion de 
raton y embrion de polio. El premio Nobel Max Theiler mostro el 
bajo viscerotropismo y neurotropismo en monos y, desde 1937, se 
realizan en America inmunizaciones a gran escala con esta vacuna 
atenuada. En 1980, la elaboration fue reformulada con las buenas 
practicas de manufacture. 

Para las neurovirosis de America se dispone de vacunas inac- 
tivadas para equinos para los virus EEE y EEO, y EEV. Para los 
seres humanos existen dos vacunas inactivadas para EEE y EEO, 
de uso exclusivamente restringido a los laboratoristas, bajo hrma 
de consentimiento informado. 

El control de los vectores, basado en la reduction de los 
criaderos y fumigation con adulticidas y la reduction de aves 
silvestres y domesticas de las ciudades en momentos cnticos, 
han dado resultado en EE.UU. Estas medidas deben ser la con- 
secuencia de un sistema de vigilancia de la actividad viral. Lo 
que se busca es implantar un sistema de alarma temprana. Se 
han utilizado animates centinela, expuestos en jaulas apropiadas 
a las picaduras de artropodos desde la primavera, y luego se 
realiza el seguimiento de la viremia y desarrollo de anticuerpos. 
Recientemente, se ha desarrollado un ELISA para detectar an- 
tigeno viral en pajaros o mosquitos y RT-PCR para detectar el 
RNA viral en mosquitos. 

En cuanto a los virus EEE y EEO, los casos equinos que prece- 
den a los casos humanos sirven de alerta. Para EEO en Argentina el 
comienzo de la epizootia equina indica la onda expansiva a toda la 
zona templada y la necesidad de la inmediata vacunacion equina, 
la vigilancia en seres humanos y la education para la prevencion de 
las picaduras por el vector. 

El aumento estacional de las neurovirosis o de slndromes febri- 
les alertan sobre la posibilidad de brotes urbanos por arbovirus. 

NoTA 

Este capitulo fue hnalizado en el ano 2008. 
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1. Los VIRUS POX QUE PUEDEN INFECTAR AL HOMBRE 

La historia de la viruela y de la vacuna antivariolica representa 
uno de los mayores logros de la medicina en la lucha contra una 
grave enfermedad infecciosa. Son muchas las ensenanzas que 
pueden aprenderse de esta historia: la viruela fue la primera en- 
fermedad en ser totalmente erradicada del planeta tierra en 1980; 
esto se pudo lograr con la vacuna antivariolica, que fue tambien 
la primera vacuna empleada en el ser humano (Figura 28.1). Asi- 
mismo, la viruela fue la primera enfermedad viral para la cual se 
desarrollo un tratamiento efectivo con quimioterapia. 

En la actualidad, la viruela no es relevante en la practica clmi- 
ca, ya que ha sido erradicada. Sin embargo, el medico debe cono- 
cerla por las siguientes razones: 

1) Como ejemplo de la erradicacion a nivel mundial de una en- 
fermedad mediante vacunacion con un virus heterologo. 

2) Como posible agente de bioterrorismo, debido a su transmision 
respiratoria, su gran resistencia en el medio externo y a la ele- 
vada mortalidad de la enfermedad (30%). 

3) Como ejemplo del empleo del virus vacunal ( vaccinia ) para el 
desarrollo de vacunas recombinantes para otras patologfas. 
La familia Poxviridae incluye dos subfamilias, de acuerdo a 

los hospedadores que infectan: C ordopoxvinae o virus pox de ver- 
tebrados y Entomopoxvirinae o virus pox de insectos (Tabla 28.1). 
En este capltulo describiremos solamente a los que pueden infectar 
al ser humano. 

El nombre Poxviridae deriva de pox que significa pustula. La 
mayoria de los poxvirus producen lesiones en la piel que pueden 
ser localizadas ( cowpox , molusco) o generalizadas (viruela). 

Existen numerosos virus pox que pueden infectar al hombre: 
el virus viruela -actualmente erradicada-, el virus vaccinia (vacu- 
na), el Cowpox, el pseudo cowpox (nodulo de los lecheros), el virus 
de Orf, el virus del molusco contagioso, el virus de la viruela de 
los monos, los tanapoxvirus y el virus de Yaba. 

Con las excepciones de los virus viruela, vaccinia y molusco con- 
tagioso, el resto de los virus pox son productores de zoonosis. Sin 
embargo, es de destacar que la transmision al hombre ocurre muy 
rara vez por contacto con animales infectados y el numero de casos es 
muy bajo. Pero, dado el riesgo del empleo del virus viruela en posibles 
atentados bioterroristas se hace necesario su conocimiento, as! como 
tambien contar con ensayos diagnosticos para poder diferenciarlo con 
rapidez. 

1. 1 Aspectos historicos 

La viruela ( smallpox ) fue una de las plagas mas temidas debido a 
su elevada mortalidad (20-50%) y a las secuelas deformantes que 
se produclan en la piel, en especial en la cara, de los sobrevivientes. 
La enfermedad fue conocida desde la mas remota antiguedad en la 
India, China, norte de Africa y Europa y fue trafda a America por 
los colonizadores donde diezmo a la poblacion nativa. 

El virus viruela (variola) es exclusivamente humano y se dise- 
rnina por contacto directo en particular por via respiratoria o por 
fomites. 

La inmunizacion contra la viruela fue la primera en ser aplicada 
al ser humano. La practica de la variolizacion era conocida en la 
antigua China y consistla en la introduccion de costras desecadas 
(provenientes de enfermos de viruela) en las fosas nasales de los 



Figura 28.1. Ultimo caso registrado de viruela en una nina de 
Bangladesh. Tornado de: Salud Mundial, OMS, Mayo de 1980. 


individuos susceptibles. El procedimiento era totalmente empfrico y 
a veces, en lugar de la protection, se producla la enfermedad debido 
a una inactivation termica insuficiente del virus contenido en las 
costras. 

La variolizacion fue introducida en Europa en 1721 por la 
esposa del embajador ingles en China. Posteriormente, las ob- 
servaciones del medico ingles Edward Jenner lograron establecer 
las bases del metodo experimental y de la vacunacion. Jenner 
observo que los campesinos que presentaban en sus manos una 
lesion conocida como nodulo de los ordenadores, que adquirian 
inadvertidamente por contacto con bovinos infectados con vi- 
ruela bovina o cow-pox, nunca enfermaban de viruela cuando se 
registraban los brotes epidemicos que diezmaban a la poblacion 
en la Europa de esa epoca. Jenner llego a la conclusion de que 
"la infection con cow-pox protegfa al ser humano de la viruela" 
en 1798, cuando el concepto de virus no existia y solo se con- 
taba con los primeros y primitives microscopios de muy bajo 
aumento. Este investigador pudo demostrar experimentalmente 
su hipotesis cuando se atrevio a inocular con material extraido de 
un nodulo de ordenador a un nino virgen de enfermedad. Meses 
despues, al exponerlo al contagio con viruela, el nino no enfer- 
mo; habia sido inmunizado. 
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Debieron transcurrir 182 anos (1798-1980) desde los trabajos 
pioneros de Jenner hasta lograr la eradication de la viruela del 
planeta Tierra. Esta hazana se obtuvo mediante el empleo de una 
vacuna a virus vivo y atenuado, derivada del cow-pox o virus de 
viruela vacuna, que se denomina virus vaccinia. De all! proviene el 
nombre vacuna (del latin vacca), que se utiliza actualmente para 
todo antlgeno capaz de inducir protection. Por estos estudios, Jen- 
ner es considerado el padre de la Vaccinologla. 

1.2 Morfologi'a de los virus pox 

Los poxvirus son los virus mas grandes conocidos. Los orthopox- 
virus tienen forma de ladrillo u ovoide y un tamano de 170-260 por 
300-400 nm. Poseen una estructura compleja con envoltura externa 
que contiene llpidos y estructuras proteicas tubulares o globulares, 
que incluyen uno o dos cuerpos laterales y un core que contiene al 
genoma. El genoma es DNA de cadena doble (Figura 28.2). 

Los parapoxvirus, entre los que se incluye al virus de Orf, re- 
presentan una morfologia diferente; su forma es bacilar y muestran 
una estructura entrecruzada tlpica. Contiene un nucleo interno 
y cuando esta como virus maduro se encuentra rodeado de una 
envoltura. 

Todos los virus de la familia Poxviridae comparten un antlgeno 
comun. Por serologla presentan neutralization cruzada y tambien 
existe protection cruzada entre algunos miembros del genero or- 
thopoxvirus como, por ejemplo, entre el virus de vacuna ( vaccinia ) 
y el virus de viruela (variola). 

Esta es la unica familia de virus en la que las partlculas infecciosas 
pueden contener una envoltura, en el caso del virion intracelular, as! 
como dos envolturas, en el caso del virion extracelular, o bien tres en- 
volturas en otros viriones extracelulares. 


1.3 ComposiciOn QUlMICA 

El acido nucleico de los poxvirus consiste en una sola molecula 
de DNA bicatenario y tiene un peso molecular de 130-240 x 10 6 
daltons. El virion contiene mas de 30 proteinas estructurales y 
numerosas enzimas relacionadas con la sintesis del acido nucleico, 
tales como RNA polimerasa dependiente de DNA, DNA polime- 
rasa dependiente de DNA y otras enzimas utilizadas durante la 
replication como hidrolasa, DNA helicasa, DNA topoisomerasa, 
etc. El virion tambien contiene llpidos y carbohidratos. 

1.4 Replicacion 

Los virus pox son una exception entre los virus a DNA ya que 
replican en el citoplasma. 

Existen dos receptores conocidos para los virus pox', uno se 
denomina heparan sulfato (glicosaminoglicano) y el otro es el re- 
ceptor de EGF ( epidermal growh factor). La forma de entrada esta 
en discusion, aunque se postula que las capas de envoltura se van 
desenvolviendo, como un paquete. Este proceso se realiza en el cito- 
plasma, donde posteriormente aparecen los caracterlsticos cuerpos 
de inclusion, denominados corpusculos de Guarnieri, que pueden 
observarse en las celulas infectadas con tinciones histologicas. 

El virion contiene numerosas enzimas que le permiten inde- 
pendizarse del nucleo celular. El ciclo de replicacion es relativa- 
mente breve; por ejemplo, la expresion de los RNA mensajeros 
de vaccinia en celulas infectadas presenta cantidades de RNA 
temprano, intermedio y tardio a la hora y media, 2 hs. y 4 hs., 
respectivamente. 

Despues de un primer denudamiento ( uncoating ), se sintetizan 
factores de transcipcion que se usaran en la etapa siguiente. Luego, 



Subfamilia 

Virus 

Hospedador primario 

Cuadro clinico en humanos 

Chordopoxvirinae 

Numerosos agentes 

(Afectan a vertebrados) 

Si: algunos miembros de la subfamilia 





Generos 




Orthopoxvirus 

Viruela (variola) 

Hombre 

Viruela (smallpox), erradicada 


Vaccinia* (vacuna) 

Hombre 

Lesiones vesiculares post-vacunacion 


Cowpox (viruela bovina) 

Ganado, gato, roedores 

Lesiones en manos 


Monkeypox (viruela del mono) 

Monos 

Similar a la viruela 


Viruela del raton (ectromelia) 

Raton 

No 

Parapoxvirus 

Virus Orf 

(dermatitis pustular de ovinos) 

Ovinos 

Lesiones localizadas 
vesiculo-granulomatosas 


Pseudocowpox 

Ganado 

Nodulo de los ordenadores 

Yatapoxvirus 

Virus Yaba 

Monos (tumores) 

Lesiones localizadas 


Tanapoxvirus 

Roedores 

Lesiones nodulares 





Molluscipoxvirus 

Virus del molusco contagioso 

Hombre 

Tumores benignos en piel 





Avipoxvirus 


Aves 

6? 

Capripoxvirus 


Ganado caprino 

No 

Leporipoxvirus 


Conejos (mixomas) 

No 

Suispoxvirus 


Cerdos 

No 





Subfamilia 




Entomopoxvirinae 

Numerosos agentes 

(Afectan a invertebrados) 

No 


Tabla 28.1. Familia Poxviridae. *Virus prototipo. 
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Figura 28.2. Virus viruela. Microscopia electronics. Se observa la ca- 
racteristica forma de ladrillo de las particulas virales. 120 000 x. 
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ocurre un segundo desnudamiento y se expresan genes de la etapa 
intermedia, que incluyen factores de transactivacion, proteinas de 
union al DNA y serpinas (serine protease inhibitor). Estas sustan- 
cias son muy importantes, pues se ha demostrado que los virus con 
mutacion en el gen de serpina presentan menor virulencia en las 
infecciones del mixoma del conejo. 

Las particulas maduran a traves de microvellosidades y es 11a- 
mativo que se haya propuesto que la envoltura lipfdica no la adquie- 
ren por brotacion, sino que se sintetiza de novo. Asimismo, estudios 
in vitro han demostrado que las protefnas de la membrana de los 
virus maduros se insertan cotraduccionalmente en el retfculo endo- 
plasmico de la celula infectada. 


1.5 Interacci6n con la celula hospedadora 


Los orthopoxvirus pueden replicar en varias lfneas celulares y pre- 
sentan una replication restringida en celulas CHO ( Chinese hamster- 
ovary cells). Estudios recientes han determinado ciertas caracterfs- 
ticas importantes durante la replicacion en la celula hospedadora: 

a) Producen una inhibition de la sintesis de macromoleculas 
con un efecto citopatico importante, ya que inhiben la sintesis de 
RNA y DNA del hospedador. Tambien inhiben el transporte asi 
como la degradation de los mensajeros de actina y tubulina. 

b) Estimulan el crecimiento celular. Muchos poxvirus, como 
por ejemplo el virus del Molluscum contagiosum dan una respues- 
ta hiperplasica, debido a la secretion de un factor de crecimiento 
epidermico (EFG), que provee un entorno optimo para la replica- 
cion viral. La proliferation celular en las vecindades de un centro 
de infeccion es clave para el desarrollo de las caracterfsticas lesio- 
nes denominadas pocks. 

c) Interfieren con la respuesta inmune del hospedador: La 
respuesta inmune puede frenar la multiplication de los virus y por 
lo tanto eliminarlos, a traves de efectos medidados por interferon, 
citoquinas, complemento y celulas NK. Estos virus codifican varias 
proteinas que interfieren con la induction o actividad del comple- 
mento y con la de las principales citoquinas. Se unen y antagonizan 
al TNF ( Tumor necrosis factor), al interferon y a quimioquinas. Las 


proteinas inhibitorias son de caracter soluble, y pueden alterar re- 
ceptores celulares o proteinas intracelulares que interfieren con el 
senalamiento. 

2. Viruela 

2. 1 ViA DE INFECCldN Y FORMAS CLiNICAS 

El agente etiologico pertenece a la subfamilia Chordopoxyirinae y 
se denomina virus viruela (en ingles, variola) y presenta una espe- 
cificidad de especie marcada (humano). La transmision es por via 
respiratoria (aerosoles) o contacto directo o por fomites (materiales 
inertes contaminados), no existiendo vectores ni reservorios animales 
en la naturaleza. 

Las formas clfnicas de la viruela se diferencian por su tasa de 
mort alidad: 

a) Viruela mayor, mortalidad de 20-50% 

b) Viruela menor, tambien denominada alastrm, mortalidad me- 
nor al 1% 

El periodo de incubation es de 10 dias. Luego de replicar en el 
epitelio respiratorio, se disemina por medio de viremia. Se presen- 
ta fiebre elevada, cefalea, y vomitos que en tres dias son seguidos 
por la aparicion de un importante exantema eritematoso macular, 
que progresa de macula a papula, vesicula y finalmente a pustula. 
Tambien existen enantemas en las mucosas del tracto digestivo. 
Existe grave compromiso visceral asociado y las formas hemo- 
rragicas y fulminantes son generalmente mortales. 

El exantema comienza en la cara, manos y brazos, luego se di- 
semina a miembros inferiores y finalmente al tronco. Esta distribu- 
tion se denomina centrifuga, lo que significa que se afectan mas los 
miembros que el tronco, a diferencia de la varicela. Las lesiones de la 
viruela son sincronicas, es decir, se observan todas en la misma fase 
de desarrollo (Figura 28.3). 

La mortalidad suele ser del 30% en pacientes no-inmunes y, en 
caso de sobreinfecciones bacterianas (neumonia), puede ascender 
al 50%. La muerte ocurre habitualmente en la segunda semana 
de enfermedad, aunque en los casos fulminantes puede ocurrir 
en una semana. Por el contrario, en los pacientes vacunados la 
mortalidad disminuye al 3%. 

Es muy importante distinguir clfnicamente viruela de varicela. 
En la varicela las lesiones son mas superficiales, aparecen en ondas 
y son asincronicas, es decir, pueden observarse grupos de maculas, 
vesiculas, y pustulas simultaneamente. Las lesiones de la varicela 
son mas densas en el tronco y no aparecen en palmas o plantas. 
Tambien debe realizarse un diagnostico diferencial con la viruela 
de los monos (monkey pox) y con la exposition a ciertas drogas u otras 
lesiones cutaneas como eritema multiforme o dermatitis alergicas. 

2.2 Patogenia 

El virus viruela circula fibre en plasma o transportado por celulas 
linfoides (primera viremia). Asi alcanza todos los tejidos y replica 
en distintos tipos celulares, incluyendo los endotelios vasculares. 
Luego se produce una segunda viremia. El virus replica y destruye 
celulas de los parenquimas pulmonares, renales, hepaticos, etc. 

La invasion masiva, caracteristica en individuos en edades ex- 
tremas de la vida, no puede ser controlada por la respuesta inmune 
y culmina por lo general con lesiones hemorragicas que conducen 
a la muerte. Por el contrario, un buen estado general y determi- 
nadas condiciones de la infeccion permiten eliminar las celulas 
infectadas y la recuperation, mediada por la respuesta inmune. 

La inmunizacion con vacuna antivariolica previene la enfer- 
medad y evita la diseminacion masiva de la infeccion. 

2.3 Diagnostico 

La viruela ha sido erradicada del planeta en 1980. Sin embargo, 
el riesgo del empleo de este virus como agente del bioterrorismo 
hace necesario que algunos laboratories de referencia internacio- 
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nales mantengan disponibles los metodos de diagnostico para la 
detection y confirmation inmediata de cualquier reaparicion del 
virus. Estos laboratories deben funcionar con las maximas condi- 
ciones de bioseguridad (BSL-4) ya que un escape del virus viruela 
a una poblacion no inmune -como es la mayorfa de la poblacion 
actual- podria producir una catastrofe. Por ello, todo caso sospe- 
choso debe ser notificado inmediatamente a las autoridades de Sa- 
lud Publica y las muestras deberan ser enviadas a los laboratories 
de referenda como el CDC de Atlanta, EE.UU., y en nuestro pals, 
el ANLIS "Dr. Carlos G. Malbran", en Buenos Aires. 

El envlo de muestras debe realizarse en condiciones de biose- 
guridad para lo que existen contenedores especiales (ver Capftulo 
de Bioseguridad). 

Las muestras para diagnostico de viruela son: fluido vesicular, 
raspado de la base de las veslculas, biopsias o material de autopsia. 
El diagnostico se puede realizar por: 

1) Microscopia electronica por tincion negativa en muestras del li- 
quido contenido en las veslculas. Este es el ensayo de election 
para un diagnostico rapido, ya que en una hora es posible realizar- 
lo debido a que la morfologla caracterlstica de los poxvirus (for- 
ma de ladrillo) permite diferenciarlos de inmediato de los herpes 
virus (varicela). Sin embargo, esta tecnica no permite diferenciar 
a los distintos orthopoxvirus ya que todos presentan morfologla 
similar (Figura 28.2). 

2) Citohistologia. Identificacion de inclusiones intracitoplasmaticas 
(cuerpos de Guarnieri) con tinciones histologicas en celulas de 
la base de las veslculas o de tejidos e identificacion de los anti- 
genos virales por inmunofluorescencia. 

4) Aislamiento en cultivo celular o en huevos embrionados. Nu- 
merosas celulas son susceptibles a los orthopoxvirus, tales 
como cultivos primarios de fibroblastos de prepucio humano, 
pulmon fetal humano, rinon de mono, celulas VERO, LLC- 
MK2, etc. La ACP aparece rapidamente y posteriormente se 
debe identificar el virus aislado. Tambien pueden cultivarse en 
membrana corioalantoidea de huevos embrionados de gallina 
donde producen las caracterlsticas lesiones focales denomina- 
das pocks. 

A diferencia de los orthopox, los parapoxvirus crecen en cul- 
tivo pero no en huevos. El virus del molusco contagioso no 
desarrolla ni en cultivo ni en huevos. 

5) Tecnicas moleculares. La PCR puede realizarse directamente 
en las muestras clinicas o sobre el cultivo para identificacion 
de la ACP. Se amplifica un segmento del gen de la hemaglu- 
tinina y existen PCRs para diferenciar las diferentes especies 
de orthopoxvirus. 

6) Diagnostico serologico. Permite el diagnostico de infeccion 
pasada. Existen ensayos de neutralization, inhibition de la 


hemaglutinacion, ELISA y Western Blot. Estos estudios se rea- 
lizan solamente en laboratories especializados como el CDC, 
de Atlanta, EE.UU. 

2.4 Tratamiento 

El tratamiento puede intentarse con cidofovir, droga con cierta ac- 
tividad contra poxvirus, aunque con eficacia no demostrada contra 
viruela. Otros antivirales son tiosemicarbazona, adefovir y riba- 
virina. Tambien se puede emplear gammaglobulina hiperinmune 
anti -vaccinia. 

Todo individuo expuesto a viruela debe ser vacunado de in- 
mediato con vaccinia. La vacunacion es efectiva en prevenir la 
muerte si es administrada hasta los 5 dias post-exposition y en 
prevenir la enfermedad si es administrada antes de las 72 h. Los 
individuos expuestos deben ser aislados en cuarentena por 17 
dfas ya que podrfan transmitir la enfermedad mediante secrecio- 
nes respiratorias. 

2.5 Epidemiologia 

Existen evidencias de la existencia de viruela en la mas remota 
antigiiedad. Asi lo demuestra la momia del faraon Ramses V, que 
data del 1100 antes de Cristo. Las epidemias de viruela asolaron 
Europa, la India y China durante muchos siglos. 

La fuente de infeccion con viruela son las secreciones respi- 
ratorias de los pacientes infectados en las etapas tempranas de la 
enfermedad. Este virus tambien puede diseminarse por fomites 
tales como ropas en contacto con los pacientes. 

La viruela fue prevalente en pafses occidentales, la India y La- 
tinoamerica hasta la introduction de la vacunacion masiva, lo que 
permitio su erradicacion del planeta Tierra en 1980. 

3. El exito del Procrama de Erradicacion 

DE LA VIRUELA DEL PLANETA 

Los estudios pioneros de E. Jenner iniciados en 1798 culminaron 
182 anos mas tarde, con el programa de la OMS para erradica- 
cion de la viruela, con el ultimo caso humano natural de virue- 
la detectado en el mundo (1977) y con la declaration del planeta 
Tierra libre de viruela (1980). Esto constituye uno de los exitos 
mas importantes de la ciencia en la lucha contra una enfermedad 
infecciosa (Figura 28.4). 

El exito de este programa se baso en la aplicacion masiva de 
la vacunacion antivariolica y en la cooperation international para 
controlar su production y aplicacion en las acciones de bloqueo en 
las areas con casos detectados de viruela. 



Figura 28.3. Lesiones de viruela en el mismo estadio de evolution. Tornado de: CDC, Department of Health and Human Services: Evaluat- 
ing patients for smallpox. Foto de Mack T y col. WHO. 
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Aguja bifurcada 

4 



iCUANTO COST0... 

... enviar un hombre a la Luna? 

Desdc 1961 eAo on quo el Presldome John 
Kennedy dio instruecionos para que se enviara a 
un hombre a la Luna y se le devoiviera a la Trerra 
sante* que terrmne el presente decenro*. hasts el 
dlum/aje de dos hombres en la regiAn lunar del 
Mar de la Tranquilidad. en julio do 1969 la agencia 
especial estadounidenso NASA gastA on oste 
proyecto alrededor de 

US S 24 000 mil/ones. 

... extirpar la viruela de la fax 
de la Tierra ? 

Desde 1967. aAo en que la OMS decidi6 ponor on 
ejecuci6n su programs intensive* de erradicacidn 
de la viruela. hasia 1980. ar>o en que Ia 33 1 Asam- 
bloa Mondial de la Satud confirmb la desapancidn 
definitiva de la enfermedad de loda la la/ del pla 
neta los gastos de la erradtcacidn h.m sumedo en 
total us | 300 m ,n ones 

^CUANTO SE 
ECONOMIZARA? 

El imports anuat de la* economies que se harAn en 
el mundo entero cuando todos los palses hayan 
supnmldo le vocunaciOn antivanOlica so calcula 

US S 1 000 mill ones. 



) Corpus 
Editorial 



iCuAntas personas padecieron 

LA VIRUELA? 

El aAo 1967 hubo. segun las estadtsticas of»ciales. 131 697 
casos de viruelo, pero esa cifra s6lo reprosenid una pequeda 
fraccidn de la incidencra teal de la enfermedad. que se elevd 
con seguridad ese ano a 

mas de 10 mill ones de casos 
en e! mundo entero 



J 


iCUANTAS MURIERON? 

Segun evaluacione* txiedignas. alrededor de 

2 millones de personas 

munoron de vuuela on 1967 


^cuAntas personas trabajaron 

PARA SALVAR AL MUNDO DE LA VIRUELA? 

O EI total de persona* quo Irabaiaron on lot servicrot noclo- 
nalos do mbs da 40 palses para et Programa de erradrcaciAn 
de la viruela ascendiA a 200 000 

Los ofoctrvos do personal intemacronal que trabajaron par a 
. el Programa represenlaron unas 700 personas 

V de mbs do 70 palsos. 

iCUANTAS VACUNACIONES SE PRACTICARON? 

S« calcula que pa/a la ejecucidn del Programa se ubhzaron 

on el mundo entero 2 400 mil/ones de dosis 
de vacuna. 

La ptoducctAn de vacuna de los parses de ondomia varrAlica 
ascend, a a 2 000 mill ones de dosis 

Lot tummifttros de vacuna dittribuidot por la OMS ascon 

dl * ,on 8 400 millones de dosis 

4CUANTAS AGUJAS BIFURCADAS SE UTILIZARON? 

Oe 1967 a 1976, la OMS facrlltA pora la ejecuciAn del Pro 
H grama mbs de 40 millones de agujas brlurcodas La aguja 

I bifurcada es bbsicamenle una aguia de mbquina de coser 

■ con el o|o de enhebrar el hilo limado para obtener la brfurca- 

crAn La rnlroducciAn de la aguja bifurcada Inzo posibies 
imporlantes economlas en la camidad de vacuna necesaria 


Figura 28.4 a y b. Campana de erradicacion de la viruela del planeta. Tornado de: Salud Mundial, OMS, Mayo de 1980. 
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3. 1 V ACUNA ANTIVARIOLICA 

El virus vaccinia , utilizado para producir la vacuna antivariolica, es una 
incognita evolutiva. Jenner creyo que se trataba del virus de la viruela 
del caballo que habfa producido enfermedad en vacas y que este, inocu- 
lado directamente al humano, se comportaba como atenuado. Es decir, 
producia una lesion local, generando una inmunidad cruzada suficiente 
para disminuir o anular el riesgo de enfermedad ante la infection natural 
con viruela. Esto se denomina inmunizacion con un virus heterologo. 

Estudios geneticos recientes de cepas de vaccinia demostraron 
que difiere en su organization genetica de la viruela bovina. Si 
bien el origen de esta cepa es oscuro, la hipotesis mas aceptada en 
la actualidad es que las cepas de vacuna, derivadas de innumera- 
bles pasajes desde Jenner hasta el ano 1980, es una recombinante 
de genes de viruela bovina (cowpox) y viruela humana y forma una 
especie distinta en el genero Orthopoxvirus. 

La vacuna antivariolica contiene virus vivo y atenuado (virus va- 
ccinia). El virus vaccinia se puede propagar en altos titulos por ino- 
culation en la piel de terneras u ovejas. El contenido de las vesiculas 
con alto tftulo viral se trata para reducir la contamination bacteriana 
y se ariade glicerol para preservar la infectividad. Luego es liofilizada, 
lo que permite su conservation por largos periodos refrigerada a 4 °C. 
A temperatura ambiente, una vez reconstituida es inestable. 

Una de las claves del exito de la campana mundial de vacuna- 
cion de la OMS fue precisamente el uso de esta vacuna liofilizada, 
desarrollada inicialmente en Inglaterra. 

La vacuna debe aplicarse por multipuntura en la piel del brazo 
(musculo deltoides) con una aguja especial, denominada aguja 
bifurcada (Figura 28.4 a). La inoculation produce una infection 
con una lesion localizada que evoluciona de papula (3 dias), a ve- 
sicula (6 dias), pustula (9 dias) y finalmente costra (12 dias), que 
cae dejando una escara. Pueden existir sintomas sistemicos como 
fiebre, malestar general, mialgias, dolor en el lugar de la inocula- 
tion y adenopatfas locales. 

Esta vacuna desarrolla una intensa inmunidad cruzada con el 
virus viruela. Si estas tipicas lesiones cutaneas no se desarrollan 
luego de la primovacunacion esto significa que la vacunacion no 
fue eficaz y que el paciente no estara inmune. En las re-vacuna- 
ciones la evolution de la lesion es mucho mas rapida que en la 
primovacunacion. En la actualidad, la vacuna se prepara en piel 
de terneras con el metodo clasico antes descrito (Wyeth, Aventis) 
o bien en cultivos celulares (Acambis/Baxter). 

Inmunidad. La inmunidad conferida por la vacuna disminuye a 
los 5 anos y practicamente desaparece a los 20. La vacunacion 
luego de la exposition a viruela protege contra la enfermedad y 
contra el desenlace fatal. 

3.2 Indicaciones de la vacunacion antivariolica 

A partir de 1980, fecha en que la OMS declare fibre de viruela al 
planeta, la vacunacion antivariolica (que era obligatoria en paises 
con casos de viruela) fue suspendida. En la actualidad, dado el 
peligro potential del empleo del virus viruela como arma de biote- 
rrorismo, se han reactualizado las normas de vacunacion, como se 
observan en la Tabla 28.2. Sin embargo, dados los riesgos de esta 
vacuna no se recomienda su aplicacion masiva a toda la poblacion. 


Si no hay brote epidemico: 

Personal de laboratorio 

Personal de salud y fuerzas armadas y de seguridad y todos aque- 
llos que deban actuar o responder en caso de epidemia 

En caso de brote epidemico: 

Todos los pacientes con exposition directa 
Todos los que presenten riesgo de exposition 


Tabla 28.2: Indicaciones de la vacunacion antivariolica para 
EE.UU. www.cdc.gov/ smallpox 


3.3 CONTRAINDICACIONES 

Esta vacuna contiene virus vivo y atenuado y posee muchos ries- 
gos y contraindicaciones. Las contraindicaciones son: embarazo, 
inmunodeficiencias, lesiones extensas en piel, terapias inmuno- 
supresoras, lesiones inflamatorias del ojo, dermatitis atopicas 
(eczemas), lactancia, edad menor a un ano y alergia a alguno de 
los componentes de la vacuna. 

Complicaciones 

Encefalitis. La complication mas grave de la vacunacion es 
la encefalitis post-vacunal que, aunque rara, puede ocurrir en 15 
casos por millon de vacunados. Se desarrolla a los 14 dias luego 
de la vacunacion y puede ser grave. 

Auto-inoculacion accidental. Es una complication frecuente 
producida por la auto-inoculacion accidental del virus vacunal en 
las membranas oculares. 

Eczema vaccinal. En pacientes con eczema (por ejemplo, der- 
matitis atopica) el virus vacunal puede implantarse en las lesiones 
y diseminarse en la piel (vacuna generalizada), que puede tener 
un desenlace fatal. 

Vaccinia generalizada. Es poco frecuente y se produce por 
diseminacion de la cepa vacunal por viremia. Se observa en pa- 
cientes con anormalidades inmunologicas. 

Eritema multiforme. Son lesiones exantematicas benignas que 
pueden aparecer a 1-2 semanas luego de la vacunacion por meca- 
nismos de hipersensibilidad. La forma mas grave es el smdrome 
de Stevens-Johnson. 

Queratitis por vaccinia. El virus puede ser accidentalmente 
implantado en el tejido ocular, incluso en la cornea, lo que lleva 
a ulceration. 

Vaccinia progresiva. Es una complication muy rara que 
se observa en pacientes con deficiencias en la inmunidad T- 
dependiente (inmunodeficiencias congenitas, terapias inmuno- 
supresoras, HIV/SIDA). El cuadro es grave y debe ser tratado 
con inmunoglobulina especifica anti-vacc/m'a. 

4. Eliminacion definitiva de la especie viruela 

Los dos ultimos casos de viruela en el mundo ocurrieron en In- 
glaterra en 1978 cuando se produjo un tragico accidente de la- 
boratorio con escape viral. En la Universidad de Birmingham se 
estaban realizando estudios de virologia basica con virus viruela y, 
accidentalmente, un investigador enfermo y murio habiendo antes 
contagiado a su madre. Las acciones inmediatas de contention 
permitieron evitar la diseminacion del virus en la comunidad. 

Luego de la declaration de la eradication del virus viruela del 
planeta en 1980, dado que este virus ha dejado de circular en la 
naturaleza y que no existen reservorios animales, la OMS solicito 
destruir todo resto de virus viruela conservado en los laboratories 
del mundo en el ano 1999. Solamente se conservan cepas de virue- 
la en laboratories de maxima seguridad en Atlanta, EE.UU. y en 
Rusia. 

Esta fue la primera vez en la historia en que se destruye una 
especie por decision del hombre. La destruction deliberada de 
este virus es controversial ya que, aunque peligroso, cada especie 
viviente contiene information biologica tinica. Sin embargo, la 
secuencia nucleotidica completa de muchos virus de viruela ya se 
conoce. 

5. CONCEPTOS SOBRE BIOTERRORISMO 

La posibilidad de utilizar el virus viruela como un arma biologica 
en acciones terroristas ha reactivado el interes por este virus, en 
las medidas de prevention (vacunacion) y acciones de bloqueo y 
en su diagnostico rapido y tratamiento. 

Es as! como estudios recientes realizados en condiciones de 
maxima seguridad, permitieron conocer el genoma complete del 
virus de viruela, caracterizar los genes responsables de la virulen- 
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cia y preparar un medicamento oral a partir de cidofovir (www. 
cdc.gov). 

Los agentes etiologicos que probablemente pudieran ser usa- 
dos en un ataque bioterrorista son aquellos que sobreviven en 
forma seca en un aerosol y, por lo tanto, pueden transmitirse por 
inhalacion. Los aerosoles en un laboratorio se producen en todo 
momenta; por ejemplo, un proceso tan sencillo como depositar 
una solution en un portaobjetos puede producir un aerosol, de 
manera que el uso de procedimientos para seguridad tipo BSL-2 
se considera una rutina segura para muchos virus. Por el contrario, 
deben emplearse procedimientos y condiciones de bioseguridad 
clase BSL-3 y BSL-4 si se sospecha un agente de transmision bio- 
terrorista, como por ejemplo virus viruela (vease el capitulo 57). 

En el caso de los virus pox , la peligrosidad se basa en la via de 
infection aerogena, con una transmision a traves de la inhalacion 
de pequenas gotas contaminadas con el virus que son liberadas al 
medio ambiente por las personas infectadas. Ademas, si bien las 
costras secas que recubren las pustulas contienen menor cantidad 
de virus, presentan una importante resistencia al calor y a la dese- 
cacion, lo que asegura su posible diseminacion en condiciones en 
las que otros virus envueltos hubieran perdido la viabilidad. 

Dado que el virus vaccinia (vacuna antivariolica) protege con- 
tra la enfermedad, parece razonable preparar lotes de vacuna para 
su uso en una emergencia, teniendo en cuenta que si una action 
terrorista liberara virus viruela al medio ambiente en forma in- 
tentional, la mayoria de la poblacion mundial serfa susceptible a 
esta enfermedad dado que la vacunacion fue suspendida en 1980. 
De alii surgen las nuevas indicaciones de la vacunacion (Tabla 
28.2), que se estan aplicando en EE.UU., donde se dispone de una 
cantidad importante de vacuna para la poblacion, de surgir una 
guerra biologica, y tambien de personal de la salud entrenado para 
detectar y diagnosticar casos de viruela. En nuestro pais tambien 
se cuenta con personal entrenado para el diagnostico (Instituto 
ANLIS "Dr. Carlos G. Malbran"). 

6. El virus vaccinia como vector 

El desarrollo de las tecnicas que permiten las construcciones de 
quimeras geneticas (tecnicas de DNA recombinante) permitio 
utilizar al virus vaccinia como cepa inmunizante, incluyendo entre 
sus genes, uno o mas que codificaran para la sintesis de proteinas 
de otros virus. 

De esta forma, al vacunar a un individuo con el virus recombi- 
nante, la replication viral originara las proteinas del virus vacuna 
y tambien aquellas de otros virus, cuyos genes han sido insertados 
en el DNA del virus vaccinia. 

Un vector viral se define como un virus con material geno- 
mico modificado a traves de la introduction de un acido nucleico 
extrano. El vector debe poder multiplicar en la celula que infecta y, 
por lo tanto, debe poseer secuencias regulatorias, asf como senales 
de replication y de encapsidacion. 

El fragmento extrano que se incorpora puede ser un gen que 
se quiera expresar en cantidades importantes, por ejemplo, una 
glicoprotefna viral que sea altamente inmunogenica. 

Dado que el virus vaccinia tiene baja patogenicidad, los virus 
recombinantes que expresan proteinas extranas son considerados 
buenos candidatos para la production de vacunas animales y hu- 
manas. 

El empleo de virus vaccinia como vector tiene varias ventajas: 
un amplio rango de hospedadores, un genoma que acepta fragmen- 
tos grandes y altos niveles de expresion de la proteina elegida. 

El fragmento de DNA extrano es insertado en el DNA de va- 
ccinia por recombination homologa entre un plasmido (que con- 
tenga un promotor del virus vacunal) y el virus vaccinia presente 
en las celulas transfectadas por el plasmido. 

Asf, se ha preparado un virus recombinante vaccinia-rabia 
para inmunizar animales silvestres mediante cebos conteniendo 
el virus. Al ser ingeridos los cebos, el virus vaccinia recombinante 



Figura 28.5. Lesion de molusco contagioso en un paciente con 

SIDA. Cortesia del Prof. Abulafia. Tornado de: Virologia Medica, 
Carballal G, Oubina, JR, 3 a Edition. Editorial ElAteneo, 1978. Capi- 
tulo 18: Familia Poxviridae. R. A. de Torres y L. Belli. 


infecta a estos animales y produce inmunidad contra vaccinia y 
contra rabia. Sin embargo, existen recaudos sobre la diseminacion 
de este virus recombinante en la naturaleza. 

Actualmente, se esta ensayando el uso de los avipoxvirus 
como vectores en vacunas para humanos ya que estos virus no 
completan su ciclo de multiplication en celulas de marmferos, pero 
expresan transitoriamente los genes extranos y, por lo tanto, pue- 
den inducir una adecuada respuesta inmune. 

7. Virus del molusco contagioso 

Este virus produce una enfermedad de la piel humana, y es simi- 
lar a otro que produce tumores en monos (virus de Jaba) (Tabla 
28.1). Su morfologia es similar a la de otros poxvirus y su geno- 
ma contiene genes para un factor de crecimiento que estimula la 
hiperplasia y la proliferation celular. 

La enfermedad tiene una distribution mundial y se observa 
en consultorios dermatologicos y en clmicas de enfermedades de 
transmision sexual, aunque su frecuencia es menor que la de la 
sifilis, gonococcia o herpes genital. 

El contagio se produce por contacto intirno de las superficies 
corporales. Las lesiones cutaneas son similares a un tumor papi- 
lomatoso; son redondeadas de 2-5 mm y pueden ser unicas o con 
crecimientos en los hordes. La caracterfstica de estas lesiones es 
la falta de queratinizacion de su superficie. El centro de la lesion 
se umbilica y luego se necrosa. Pueden desaparecer en meses o 
persistir durante anos (Figura 28.5). 

El contagio puede ser por via directa o indirecta y puede 
transmitirse por via sexual. La enfermedad puede observarse 
en ninos, generalmente en la cara, tronco o extremidades y en 
adultos, en los que con frecuencia -pero no de forma exclu- 
yente- el contagio se debe a la actividad sexual y aparecen 
en la zona genital. La presencia de gran cantidad de lesiones 
de molusco contagioso en un adulto debe inducir a pensar en 
inmunodepresion. 

El diagnostico se realiza por biopsias de la lesion. No existen 
tecnicas de aislamiento en cultivos ni serologfa. La histopato- 
logfa muestra epidermis con degeneration globular, acantosis, 
hiperplasia y las celulas con grandes inclusiones acidofilas intra- 
citoplasmaticas caracteristicas (cuerpos de Henderson-Paterson). 
Estas inclusiones son frecuentes en celulas epiteliales superfi- 
ciales por lo que el raspado de la lesion y el estudio citologico, 
con tincion de Giernsa o Lugol, permiten un diagnostico rapido. 
Tambien pueden emplearse microscopia electronica y tecnicas 
moleculares. 

No existe tratamiento especifico y se emplean tratamientos 
destructives locales (criocirugia, laser, curetaje). 
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Papilomavirus humanos 

Maria Alejandra Picconi - Angelica Teyssie 


1. Introduccion 

Los virus papiloma estan ampliamente distribuidos en la naturaleza; 
infectan piel y mucosas en sus hospedadores naturales (hombres, 
otros mamiferos y aves) produciendo lesiones epiteliales prolife- 
rativas (verrugas) que por lo general regresan espontaneamente. 

El gran impacto del virus papiloma humano (HPV) en el campo 
sanitario surgio con el conocimiento de su potencial oncogenico 
y su asociacion con tumores humanos, en especial, con el cancer 
de cervix. Esta patologla representa el segundo cancer mas comun 
en mujeres en el mundo, despues del cancer de mama, aunque en 
paises en vias de desarrollo constituye la principal causa de muerte 
por cancer en poblacion femenina. En America Latina y el Caribe 
se estima que mas de 30.000 mujeres mueren anualmente por esta 
enfermedad. Su etiologla infecciosa y transmision sexual se sos- 
pechaba desde 1842, cuando el medico italiano Rigoni-Stem noto 
una mucho mayor incidencia de esta neoplasia en prostitutas que 
en monjas. A mediados de 1970, H. zur Hausen y colaboradores 
publicaron los primeros datos sugiriendo la asociacion etiologica 
de las displasias y carcinomas cervicales con la infeccion por HPV. 

El principal obstaculo para el diagnostico de laboratorio de los 
papilomavirus, que dificulto inicialmente el estudio de su biologia, 
es la incapacidad de propagarse en cultivos celulares convencio- 
nales. Los avances en su conocimiento se realizaron a traves de 
tecnicas de biologia molecular, que permitieron clonar genomas 
virales aislados de distintas lesiones y utilizarlos como sondas para 
el analisis por hibridacion molecular. De esta manera, a comienzos 
de la decada de 1980 se aislaron los HPV tipos 6 y 1 1 a partir de 
verrugas genitales y papilomas laringeos y los HPV 16 y 18, pri- 
meros tipos virales identificados de biopsias de cancer de cervix. 
En los ultimos veinte aiios se han caracterizado alrededor de 100 



Figure 29.1. Particulas del virus papiloma humano al mi- 
croscopio electronico. La microfotografia muestra los virio- 
nes del virus papiloma; puede observarse la morfologla esferi- 
ca y los capsomeros (coloracion negativa, aumento 160.000x) 


tipos virales distintos, de los cuales cerca de 40 tipos son capaces de 
infectar el tracto anogenital femenino (vagina, vulva, cervix, ano) y 
el masculino. 

La Agencia Intemacional de Investigation sobre Cancer (LARC, 
Lyon, Francia), perteneciente a la Organization Mundial de la Sa- 
lud (OMS), ha establecido en 1995 que ciertos tipos dc HPV (de- 
nominados de alto riesgo) son carcinogenicos en humanos. Esto 
marco un hito, senalando a la infeccion por HPV como condition 
necesaria para la genesis del tumor. En terminos de salud publica, 
este hallazgo es tan importante como el de la asociacion entre el 
tabaquismo y el cancer de pulmon o entre la infeccion cronica con 
virus de las hepatitis B o C con el riesgo de desarrollo de hepato- 
carcinoma. De esta manera se puso fin a una controversia, dando un 
estimulo a la aplicacion de la detection viral en el campo clrnico y 
abriendo nuevas posibilidades en el campo de la prevention a traves 
del desarrollo de vacunas contra HPV, profilacticas y terapeuticas. 

La infeccion por HPV, aun con tipos de alto riesgo, per se no 
es suficiente para el desarrollo neoplasico; se han descrito factores 
del hospedador y del medio ambiente que modulan el potencial 
oncogenico viral. 

2. Taxonomi'a 

Los papilomavirus estaban incluidos inicialmente en la familia Pa- 
povaviridae, pero en 1999 se reviso la clasificacion, considerandose 
que por sus caracterfsticas biologicas, estos virus debran constituir 
una nueva familia: Papilomaviridae. 

3. Tropismo 

Los virus papiloma infectan y replican en el nricleo de celulas epi- 
teliales (piel y mucosas). No se propagan en sistemas de cultivos 
celulares convencionales debido a que su ciclo replicativo requiere 
celulas con cierto grado de diferenciacion, rasgo que pierden las 
celulas propagadas in vitro. Son altamente especificos de especie 
y de tejidos. 

4. Estructura 

Los virus papiloma no poseen envoltura ( virus desnudos ) y presen- 
tan un capside proteica de simetria icosaedrica (poliedros regulares 
con 20 caras triangulares, 30 aristas y 12 vertices), compuesta por 
72 subunidades denominadas capsomeros; esto brinda al virion una 
forma casi esferica al ser observado por microscopia electronica 
(Figura 29.1). 

Los analisis bioquimicos revelaron: 

• La ccipside formada por dos protemas estructurales, la protei- 
na principal , LI (PM 54.000 daltons) y la protema menor, L2 (PM 
76.000 daltons). La primera, que constituye el 75% del contenido 
proteico total, muestra propiedades antigenicas especificas comunes 
a la familia, mientras que la segunda aparenta ser altamente espe- 
clfica. La capside encierra al genoma viral y lo protege durante la 
transmision de la infeccion. 

• El genoma constituido por una molecula de DNA doble ca- 
dena circular, covalentemente cerrada, conocido como episoma. 
El DNA del HPV contiene alrededor de 8.000 pares de bases y su 
peso molecular es de alrededor de 5,2 x 10 6 daltons. En contraste 
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Figura 29.2. Representation esquematica del genoma 
del HPV16. Se indican los genes tempranos (E), tardfos (L) 
y la region regulatoria (LCR). Adaptado de Howley (6), con 
modificaciones. 


con los cromosomas de mamfferos, toda la information genetica 
de estos virus esta contenida en solo una de las dos cadenas de 
DNA apareadas. El DNA viral esta combinado con histonas (pro- 
teinas derivadas del hospedador), compactado en un cromosoma 
pequeno (minicromosoma). 

Todos los DNA secuenciados de los distintos HPV evidencian 
una gran similitud en su organization genomica (Figura 29.2). Po- 
seen diez marcos de lectura abiertos diferentes; cada uno de ellos 
representa un gen viral que codifica una proteina responsable de 
caracterfsticas biologicas tales como el rango de hospedador, el 
tropismo tisular y la patogenia de la infeccion. El genoma puede 
ser dividido en tres regiones: la region larga de control (LCR), 
la region temprana (E, por early) y la region tardia (L, por late); 
estas dos ultimas deben su nombre al momenta en que se expresan 
durante el ciclo replicativo del virus. 

• LCR, tambien conocida como upstream regulatory region 
(URR) o region no codificadora, representa el 15% del genoma 
viral. Es responsable de la regulation de la replicacion viral y 
controla la transcripcion de algunas secuencias de la region E. 
Los distintos tipos virales muestran marcadas diferencias en su 
secuencia nucleotldica. Ela sido correlacionada con cambios en 
la virulencia y el potencial oncogenico. 

• La region E es un largo segmento que representa alrededor del 
45% del genoma viral. Contiene al menos siete marcos de lec- 
tura abiertos nombrados de acuerdo a su tamano relativo, por lo 
que el numero asignado no guarda relation con su ubicacion en 
el genoma. Codifica proteinas involucradas en la transcripcion 
viral (E2), la replicacion del DNA viral (Ely E2), la prolifera- 
tion celular (E5, E6 y E7), la transformation celular (E6, E7) y 
posiblemente, en su infectividad (E4). 

• La region L comprende alrededor del 40% del genoma viral y 
contiene dos marcos de lectura abiertos, imprescindibles para 
formation de la capside viral. LI codifica la proteina principal 
de la capside; es un gen altamente conservado en los papiloma- 
virus de distintas especies. L2 codifica la proteina menor de la 
capside y contrariamente a la anterior, muestra marcadas dife- 
rencias en la secuencia nucleotldica, inclusive entre los tipos 
que infectan a una misma especie. 

5. Clasificacion EM cenotipos 

Los virus papiloma se designan de acuerdo a la especie que in- 
fectan (Ej.: HPV: human papilloma virus; BPV: bovine papilloma 


virus, etc.). Se clasifican en genotipos sobre la base del grado de 
homologla de las secuencias nucleotldicas de su DNA con prototi- 
pos preestablecidos. El numero asignado es correlativo al orden de 
descubrimiento (HPV tipo 1, HPV tipo 2, etc.). 

En los humanos, se han identificado mas de 100 tipos distintos 
de HPV. 

5.1 l CUANDO SE HABLA DE UN NUEVO TIPO VIRAL? 

El criterio adoptado para considerar a un aislamiento como un 
nuevo tipo viral ha ido modificandose a traves del tiempo debido 
al perfeccionamiento de las tecnicas moleculares que permitieron 
profundizar el analisis. Actualmente, de acuerdo a lo convenido en 
la Conferencia Anual Internacional sobre Papillomavirus (Quebec, 
1995) se establece: 

• Un nuevo tipo viral cuando este difiere en mas de un 10% de 
homologia con la region LI al sercomparado con los prototipos 
conocidos. 

• Un subtipo si esta divergencia oscila entre 2 y 10%. 

• Una variante intratipica cuando la divergencia es menor al 2%. 
La existencia de variantes (secuencias de DNA estable que di- 

fieren en mutaciones puntuales), podria tener implicancias epide- 
miologicas y patogenicas. 

5.2 Tipos virales de alto y de bajo riesgo, 

ICUAL ES LA DIFERENCIA? 

Los HPV que infectan el tracto anogenital son alrededor de 40 tipos 
y han sido subdivididos en dos grupos sobre la base de su potencial 
oncogenico. 

• HPV de bajo riesgo (principalmente HPV 6, 11, 42, 43 y 44), 
comunmente presentes en las lesiones benignas (condilomas y 
neoplasias intraepiteliales de bajo grado), con minimo riesgo de 
progresion maligna. 

• HPV de alto riesgo ( HPV 16, 18,31,33,35,39,45,51,52,56, 
58, 59, 68, 73 y 82), que -bajo la forma de infeccion persisten- 
te- pueden conducir al cancer. 

6. Ciclo de replicacion del HPV. 

Distintos tipos de infecciones 

El virus puede penetrar a traves de microabrasiones y as! acceder 
a las capas basales del epitelio (Figura 29.3). Estas son las unicas 
celulas del epitelio capaces de dividirse, por lo que constituyen el 
bianco obligado del virus que intenta inducir lesiones en las que 
pueda persistir. Una vez ingresado y descapsidado, el genoma viral 
migra hacia el nucleo celular. As! se establece la infeccion, que 
puede ser latente o productiva. 

6. 1 Infeccion latente 

Luego de la inoculation, se estima que existe un periodo extre- 
madamente variable, que oscila entre 1 y 8 meses, conocido como 
latencia. El virus esta presente en las celulas pero no manifiesta 
signo citopatico. El genoma viral se replica solo cuando la celula 
basal infectada se divide y lo hace en forma autonoma, siendo dis- 
tribuido de forma homogenea en las celulas hijas y manteniendo un 
bajo numero de copias. 

6.2 Infeccion productiva 

El virus comienza a replicarse en forma independiente de la division 
celular y produce un alto numero de copias mediante la expresion de 
los genes tempranos, en la capa basal del epitelio. A medida que el 
epitelio se va diferenciando, el virus inicia la expresion de los genes 
tardfos en las capas intermedias y superficiales, mediante la smtesis 
de las proteinas de la capside viral. El ensamblado de los genomas y 
las capsides da lugar a las particulas virales completas o viriones, por 
lo que esta forma de infeccion resulta altamente transmisible. El EIPV 
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no mata a la celula que infecta. Por el contrario, convive con ella; 
mientras va ocurriendo la maduracion natural del epitelio, el virus se 
va multiplicando. Finalmente, la descamacion de estas celulas con- 
teniendo viriones del HPV sirve como vector de trasmision de la in- 
fection. La infection productiva se manifiesta morfologicamente con 
la aparicion de los signos citopaticos caracteristicos del HPV (coi- 
locitosis, hiperplasia, acantosis, disqueratosis, etc.) y cllnicamente 
con el desarrollo de las lesiones proliferativas (Figuras 29.4 y 29.5). 

7. Epidemiologi'a y patogenia 

7. 1 Lesiones cutaneas 

Las lesiones inducidas por el HPV en piel se caracterizan por hiper- 
plasia de las papilas dermicas; las verrugas son generalmente benig- 
nas y regresan espontaneamente por action del sistema inmune del 
hospedador. Son raras en ninos menores de 5 anos; su frecuencia 
aumenta en ninos mayores (con una prevalencia de hasta 10% en 
la edad escolar) y adultos jovenes. Las formas mas comunes de 
presentation son la verruga vulgar, verruga plana y verruga plantar, 
localizadas preferentemente en rostro, manos y pies. 

Los virus que infectan los queratinocitos se encuentran en for- 
ma replicativa en las celulas de las capas superiores del epitelio; 
el contenido viral es muy variable en las diferentes lesiones y el 
antlgeno de la capside se detecta en el estrato superior del epitelio. 

Existe una asociacion preferencial entre un tipo clfnico de ve- 
rruga y un tipo particular de virus. Sin embargo, un tipo viral puede 
estar asociado a lesiones diferentes por sus caracteres morfologicos, 
histologicos o por su localization anatomica. Los HPVs relacio- 
nados a verrugas plantares, se han detectado tambien en verrugas 
vulgares de la mano. 


Por otra parte, en verrugas planas de cara y manos se han caracte- 
rizado distintos tipos virales (HPV 2 y 3) en una misma lesion lo que 
indica que un tipo clfnico puede relacionarse a varios tipos virales. 

Los HPV asociados a lesiones cutaneas han sido exhaustivamente 
estudiados en la epidermodisplasia verruciforme (EV) (Tabla 1). Esta 
patologfa relacionada a un defecto genetico se caracteriza por la pre- 
sencia de lesiones multiples verrugosas y maculares, diseminadas en 
rostro, tronco y extremidades. En ella se han caracterizado cerca de 20 
tipos virales, siendo los tipos predominates HPV 5, 8, 14, 17 y 20. 

La EV ha sido el primer ejemplo de asociacion de tipos espe- 
cificos de HPV con una neoplasia en humanos, el cancer de piel. 
Constituye, ademas, un excelente modelo para la comprension de 
los cofactores que intervienen en la expresion del potential oncoge- 
nico de estos virus; entre ellos la respuesta inmune y la constitution 
genetica del hospedador y factores ambientales como la exposition 
a la luz solar de las lesiones, los cuales afectarfan la transformation 
progresiva de lesiones benignas a carcinomas. 

En el 30% de los casos, las lesiones (en especial las mas ex- 
puestas a la luz solar) pueden evolucionar a cancer de piel (carci- 
noma espinocelular) luego de un periodo medio de 20 anos. Se han 
descrito patologias cutaneas precancerosas como la enfermedad de 
Bowen y la queratosis actfnica. 

El mecanismo de carcinogenesis en piel no ha sido aun escla- 
recido. A diferencia de lo que se observa en los carcinomas de la 
mucosa genital, en el cancer de piel el DNA viral no se encuentra 
integrado al genoma del hospedador. 

7.2 PAPILOMA LARl'NGEO 

La papilomatosis larlngea representa una de las formas mas comu- 
nes de tumores benignos del tracto aero-digestivo inducidos por la 
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Figura 29.3. Ciclo de la infection por HPV en el epitelio. Potencial oncogenico viral. La representation esquematica 
muestra el ingreso del virus en el estrato basal donde se inicia la expresion de los genes tempranos. El genoma viral replica 
muy lentamente como un plasmido, al ritmo de la division celular, siendo distribuido homogeneamente en el nucleo de las 
celulas hijas y manteniendo un bajo numero de copias. A. Lesion benigna. A medida que se va diferenciando el epitelio, 
se completa la expresion del genoma viral mediante la slntesis vegetativa del DNA en el estrato espinoso y la sfntesis de 
las proteinas de la capside en el estrato granuloso que finalmente son ensambladas con los genomas virales generando el 
virion. Esto se manifiesta clmicamente con la formacion de la verruga o condiloma. B. Lesiones preneoplasicas y neopla- 
sicas. En conjuncion con cofactores propios del hospedador y del medio ambiente, ciertas infecciones producidas por los 
tipos del HPV de alto riesgo, pueden conducira una desregulacion del ciclo celular, induciendo una proliferacion anarquica. 
Generalmente, en este proceso el DNA viral se integra al genoma de la celula infectada. 
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Figura 29.4. Corte histologico de un condiloma de cue- 
llo uterino. Puede observarse la morfologia caracteristica 
inducida por el HPV; se destacan los coilocitos (celulas con 
halo perinuclear) en las capas intermedias y superficiales 
del epitelio (aumento: 40 X). 



Figura 29.5. Condiloma acuminado en el cuello uterino. 

Puede observarse la lesion verrugosa nacarada por encima 
y debajo del orificio endocervical (Colpofotografia; gentileza 
Dr. J. Mural, Hospital Nacional "Prof. A. Posadas"). 


Localization 

Lesiones asociadas 

Canceres asociados 

Tipos virales 

Piel 

Verruga 


1, 2, 3, 4, 7, 10, 28, 41, 48, 

60, 63, 65 

Epidermodisplasia 

verruciforme 


3, 5, 8, 9, 12, 14,15, 17, 19- 
25, 36-38, 46, 47, 49, 50 


Cancer escamoso 

5, 8, 14, 17, 20, 47 

Tracto anogenital 

Condiloma acuminado 


6, 11, 40, 42, 43, 44, 54, 55, 
61, 70, 72, 81 

• Bajo grado (LSIL)* 


6, 11, 40, 42, 43, 44, 54, 55, 
61, 70, 72, 81, 16, 18, 31, 

33, 35, 39, 45, 51, 52, 53, 

56, 58, 59, 66, 68, 73, 82 

• Alto grado (HSIL)** 


16,18,31,33, 35, 39, 45, 

51, 52, 53, 56, 58, 59, 66, 

68, 73, 82 


Carcinoma escamoso 

16,18,31,33, 35, 39, 45, 

51, 52, 53, 56, 58, 59, 66, 

68, 73, 82 


Adenocarcinoma 

16,18,31,33, 35, 39, 45, 

51, 52, 56, 58 

Conjuntiva 



6, 11 

Cavidad oral 

Hiperplasia epitelial focal 


13, 32 

Amfgdala 


Carcinoma escamoso 

16, 33 

Laringe 

Papiloma 


6, 11, 16, 18 


Tabla 29.1. Tipos de HPV presentes en diferentes lesiones. (*) LSIL: Lesion intraepitelial escamosa de bajo grado. / (**) 
HSIL: Lesion intraepitelial escamosa de alto grado. / En negrita se destacan los tipos virales mas frecuentes. 


infection por HPV, que tambien incluyen a la cavidad oral, hipofa- 
ringe, esofago y sistema bronquial. Los tipos virales mas frecuen- 
temente detectados son HPV 6 y 11, aunque tambien se han aislado 
HPV 16, 18 y 31, entre otros (Tabla 29.1). 

Se caracteriza por una histologia proliferativa benigna; sin 
embargo, por su recurrencia y tendencia a la diseminacion, se la 
considera de alta morbilidad, requiriendose para su tratamiento, en 
la mayoria de los casos, resecciones quirurgicas periodicas. 

El comportamiento clrnico es variable: las lesiones regresan con 
frecuencia, en ocasiones persisten y raramente progresan a cancer 
(en general asociado al tabaquismo). 


Se presenta en la infancia y adolescencia (papilomatosis larin- 
gea juvenil) o en la adultez (papilomatosis laringea del adulto). En 
el primer caso, la via de transmision se vincula con la via de parto 
(madres con lesiones productivas genitales por HPV), mientras que 
en los adultos se relaciona con la practica de sexo oral. 

7.3 Lesiones anogenitales 

La mucosa del tracto anogenital (cervix, vagina, vulva, pene, ano) 
puede ser infectada por numerosos tipos de HPV, dando lugar a 
lesiones que difieren en su clinica, histologia y riesgo de progresion 
maligna. En base a estas caracterfsticas se dividen en tres grupos: 
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• Verrugas o condilomas anogenitales que afectan genitales ex- 
temos y estan asociadas preferentemente con los HPV 6 y HPV 
1 1 que se hallan en fonna episomica (no integrada) dentro del 
nucleo. En estas lesiones benignas, el contenido de DNAcelular 
es diploide, muestran un alto grado de regresion y la infection 
es transmisible (Tabla 29.1, Figura 29.5). Se trata de lesiones 
productivas en las que el antigeno viral (proteina LI) se detecta 
en el 50-60% de los casos. La caracteristica mas saliente de es- 
tas lesiones es la aparicion del efecto citopatico viral expresado 
en las celulas infectadas como coilocitosis, que representa la 
respuesta cito-histologica a la infection (Figura 29.4). 

• Lesiones preneoplasicas de distinto grado de gravedad (SIL): 
lesiones intraepiteliales escamosas de bajo grado (LSIL) y le- 
siones intraepiteliales escamosas de alto grado (HSIL); en ellas 
puede identificarse una gran variedad de tipos virales, tanto de 
alto como de bajo riesgo (Tabla 29.1). 

• Carcinoma invasor (escamoso o glandular), lesion maligna con 
capacidad metastasica, en la que se detectan los tipos virales de 
alto riesgo (Tabla 29.1). 

En las lesiones precancerosas o cancerosas hay baja replication 
viral por lo cual la detection del antigeno de capside es menor. Es- 
tas lesiones se caracterizan histologicamente por la desorganizacion 
de la arquitectura tisular con una atipia nuclear que crece con el 
grado de gravedad de la lesion; en estos casos el efecto citopatico 
viral (en particular la coilocitosis) es menos evidente. 

La zona de transformation del cuello uterino, donde se reunen 
los epitelios del ectocervix (piano estratificado, no queratinizado) y 
el del endocervix (cillndrico simple y mucllago) muestra una mayor 
susceptibilidad a este virus. Esto se debe, en parte, a la marcada in- 
fluencia hormonal y la activa division celular que la convierten en el 
bianco preferido del HPV y el sitio donde se establecen mas frecuen- 
temente las lesiones preneolpasicas y neoplasicas del cuello uterino. 

Corpus 

Editorial 7.3.1 Desarrollo de lesiones intraepiteliales escamosas (SIL). 
Infecciones transitorias vs. persistentes 

La infection por HPV, aun con tipos de alto riesgo , es muy fre- 
cuente en la poblacion joven sexualmente activa. En ellas se estima 
hasta un 50% de positividad para DNA del HPV detectada por la 
reaction en cadena de la polimerasa (PCR), mientras que solo un 
5% presenta alteraciones citologicas. En la mayorla de los casos se 
trata de infecciones transitorias, autolimitadas y sin consecuencias 
oncopatogenicas. 

Por otro lado, en mujeres mayores de 30 anos, los HPV de alto 
riesgo pueden permanecer a traves del tiempo generando infeccio- 
nes persistentes. Estudios recientes indican que las mujeres infec- 
tadas persistentemente con HPV de alto riesgo presentan al menos 
100 veces mas riesgo de desarrollar lesiones neoplasicas cervicales 
en los proximos 5 anos que aquellas no infectadas; por esta razon 
este grupo etario constituye el principal bianco de los programas de 
prevention del cancer cervical. 

Se estima que mas del 60% de las lesiones de baja gravedad 
(LSIL), aun infectadas con HPV de alto riesgo, regresan esponta- 
neamente en un promedio de 9 meses; alrededor del 30% persisten 
y cerca del 12% progresan a lesiones graves (HSIL) y carcinoma. 
Uno de los principals problemas en el manejo medico de las LSIL 
es la incapacidad de conocer en base a criterios morfologicos, cual 
sera el curso de su evolution, es decir en cual de estos tres grupos 
se ubicara una detenninada paciente. Por lo tanto, es de sumo inte- 
rns la busqueda de marcadores biologicos que permitan identificar 
lesiones en riesgo de progresion, detectando tempranamente cam- 
bios asociados a los procesos transformantes, tales como integra- 
tion del genoma viral, diminution o anulacion de la expresion de 
E2, aumento de los transcriptos de E6 y E7, etc. 

8. Respuesta inmuiue 

La defensa del hospedador tiene un rol fundamental en la definition 
de la evolution de las lesiones asociadas con HPV, su extension y 
gravedad y del resultado de su eventual tratamiento. 


La respuesta inmune se inicia, en promedio, 3 meses despues de 
haber comenzado una infection productiva, aunque puede ser mu- 
cho mas rapida como tambien nunca ocurrir. El HPV no penetra de- 
bajo de la membrana basal, por lo tanto, la exposition inmunologica 
primaria se da a nivel epitelial. Las caracterfsticas del ciclo replica- 
tivo le brindan al HPV una alta eficiencia para evadir la inmunidad 
del hospedador. Las celulas epiteliales no son buenas presentadoras 
de antigeno; asi, en tanto la celula este intacta, el virus pennanece 
oculto dentro de ella. Debido a que el HPV no lisa a la celula, puede 
permanecer sin ser advertido por las celulas dendrlticas y mononu- 
cleares y los macrofagos que inician el reconocimiento inmune. El 
trauma que surge de la friction o de un tratamiento, frecuentemente 
produce la lisis celular y desenmascara al HPV. 

El rol crucial de la inmunidad celular en el control de esta infec- 
tion queda evidenciado en los pacientes trasplantados y con serolo- 
gia positiva para HIV que con frecuencia presentan lesiones floridas 
y muy extendidas. 

En los casos de lesiones persistentes, las celulas dendrlticas 
estan disminuidas y la actividad de las celulas natural killer estarfa 
afectada. La production disminuida de interferon gama e interleu- 
quina 2 ha sido detectada en condilomas persistentes. 

La respuesta inmune normal ocurre en forma natural en el 20- 
30% de los individuos infectados, conduciendo a la elimination 
de la lesion. En el 60% de los casos, la destruction localizada de 
los condilomas estimula esta respuesta, llevando, finalmente a una 
remision clinica. Sin embargo, en aproximadamente un 20%, las 
lesiones no generan una respuesta inmune y se hacen refractarias a 
los tratamientos convencionales. Los agentes inmunomoduladores 
pueden ayudar a estimularla y los tratamientos de resection pueden 
reducir el volumen de la lesion. 

9. El HPV EN LA GENESIS DEL CANCER 

El potential oncogenico de los papilomavirus ha sido estudiado 
desde hace decadas gracias a modelos animales ( virus papiloma del 
conejo y virus papiloma bovino tipos 2 y 4) que han demostrado su 
asociacion con el desarrollo de lesiones malignas. 

Las primeras sospechas del potential oncogenico de los papilo- 
mavirus en humanos datan de la decada de 1950, cuando se observo 
que la epidermodisplasia verruciforme, enfermedad cutanea rara, ca- 
racterizada por lesiones verrugosas en toda la superficie del cuerpo, 
podia desarrollar cancer de piel en aquellas placas ubicadas en zonas 
expuestas a la luz solar. Orth y col. demostraron en 1978 que estas 
lesiones contenian HPV tipos 5 y 8. Aprincipios de la decada de 1970, 
surgieron las primeras propuestas sobre la asociacion de HPV con el 
cancer de cervix y, a partir de 1983, diversos tipos virales comenzaron 
a ser identificados a partir de biopsias de carcinomas cervicales. 

Se estima que alrededor del 15% de los canceres humanos (9 
millones de nuevos casos en el mundo, en 1990) estan asociados 
a agentes infecciosos, correspondiendo cerca de la tercera parte de 
ellos al HPV. La Agencia International de Investigation sobre Can- 
cer (IARC, Lyon, Francia) ha establecido desde 1995 que existen 
evidencias suficientes para considerar que los HPV de alto riesgo , 
en particular los tipos 16 y 18 son carcinogenicos en humanos ; esta 
afirmacion esta sustentada en hallazgos epidemiologicos y experi- 
mentales. 

Los datos epidemiologicos disponibles indican que la asocia- 
cion entre la infection por ciertos tipos de HPV y el cancer de cer- 
vix cumple con los criterios establecidos de causalidad, propuestos 
por Sir Bradford Hill. 

En una celula normal, la proliferation es regulada estrictamente 
por genes promotores del crecimiento. denominados protooncoge- 
nes, contrabalanceados por genes que restringen la proliferation 
celular, conocidos como genes supresores tumorales. Cualquier al- 
teration sobre este equilibrio podria iniciar una cascada de eventos 
que resultarfa en una progresiva transformation maligna. Es por 
ello que la tumorigenesis es considerada como un proceso mul- 
tietapas, en el que la acumulacion de alteraciones geneticas lleva 
finalmente al fenotipo maligno. 
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^ Como participa el HPV en la ruptura de este equilibria? 
Numerosos trabajos experimentales han identificado mecanismos 
utilizados por los tipos virales de alto riesgo para inducir la carci- 
nogenesis. Los principales eventos considerados son: 

• Los cdnceres de cen’ix estan precedidos por la infection con 
HPV de alto riesgo oncogenico. En casi el 100% de las biopsias 
de canceres de cervix se ha detectado DNA de los HPV de alto 
riesgo (principalmente los tipos 16 y 18). Esto ha sido corroborado 
tambien en lineas celulares humanas, provenientes de carcinomas 
de cervix, tales como HcLa (que contiene secuencias de HPV 18) y 
CaSki y SiHa (que contienen secuencias de HPV 16). Se considera, 
por lo tanto, que la infeccion persistente con los virus de alto riesgo 
es condition necesaria para el desarrollo del cancer. 

• Los HPV poseen oncogenes virales (E6y E7). Los HPV poseen 
en su genoma secuencias con capacidad transformante: los onco- 
genes E6 y E7. Son considerados los genes mas importantes en la 
estimulacion de la proliferacion y la transformacion celular. Por 
esta razon estos virus, en particular los de alto riesgo, presentan 
la capacidad de inmortalizar in vitro fibroblastos y queratinocitos 
cervicales humanos los que, despues de sucesivos subcultivos son 
tumorigenicos cuando se inoculan en ratones atimicos. 

• En las lesiones preneoplasicas graves y los cdnceres, el DNA 
viral se encuentra integrado al genoma de la celula infectada. En 
las lesiones benignas, el genoma viral permanece en su forma ori- 
ginal de DNA circular y episomico, con replicacion autonoma. Por 
el contrario, en la mayoria de las lesiones preneoplasicas graves 
y canceres de cervix, asi como en las lineas celulares derivadas 
de estos tumores, el DNA viral se encuentra integrado al genoma 
de la celula hospedadora. Este evento involucra la ruptura del gen 
viral E2, conduciendo al descontrol en la expresion de E6 y E7 y a 
la desestabilizacion del genoma celular. La integration viral en los 
cromosomas es al azar, aunque en muchos casos se ha identificado 
en la proximidad de sitios frdgiles o de oncogenes celulares ( ras , 
myc, raf etc.) promoviendo su activation. Durante este proceso 
pueden perderse algunos genes virales, aunque siempre se conser- 
van los oncogenes virales E6 y E7 (Figuras 29.2 y 29.6). 

• Los oncogenes virales E6 y E7 se expresan. En tumores, lineas 
celulares derivadas de carcinomas de cervix y celulas transforma- 
das in vitro por HPV, no solo se detecta la presencia de estos genes 
virales, sino que, ademas, se estan expresando. Esto conduce a la 
sintesis de los RNAmensajeros virales y sus correspondientes on- 
coproteinas E6 y E7. La expresion continua seria un requerimiento 
para el initio y el mantenimiento del fenotipo maligno. 

• Las oncoprotelnas virales interfieren con proteinas celulares 
supresoras tumorales. Las oncoproteinas E6 y E7 de los HP Vs de 
alto riesgo presentan in vitro la capacidad de unirse con elevada afi- 
nidad y degradar a las proteinas celulares supresoras tumorales p53 
y pRB (proteina del retinoblastoma), respectivamente; esto origina- 
ria una inestabilidad genetica sostenida que induciria la conversion 
maligna (Figura 29.6). 

Las proteinas E6 y E7 son multifuncionales; se ha demostrado 
su capacidad de union a diversas proteinas celulares (ademas de p53 
y pRB), probablemente afectando a los procesos de reparation del 
DNA del hospedador en diversos puntos. 

• La oncoproteina viral E6 es capaz de estimular la telomerasa: 
La telomerasa es una enzima de la celula que promueve la exten- 
sion de la portion final del cromosoma (telomero), con la incorpo- 
ration de secuencias especificas; esto dificulta la finalization de 
la replicacion del DNA, conduciendo a una proliferacion celular 
indefinida. En las celulas somaticas normales, la telomerasa esta 
inactiva y los telomeros se van acortando en los sucesivos pasajes. 
Por el contrario, en las celulas germinales y tejidos neoplasicos, la 
telomerasa esta activa, estabilizando la longitud del telomero. Algo 
similar sucede en las celulas inmortalizadas in vitro por HPV de 


alto riesgo : se demostro que la proteina E6 de HPV 16 es capaz 
de inducir la actividad telomerasa; algunos trabajos han detectado 
su presencia en tejidos cervicales preneoplasicos, HPV positivos. 
Esto ha sugerido que la telomerasa estaria asociada a la infeccion 
por HPV, jugando un rol en la carcinogenesis. 

10. COFACTORES ASOCIADOS A LA 
CARCINOGENESIS INDUCIDA POR HPV 

Cada aiio se detectan en el mundo 300 millones de casos nuevos de 
mujeres infectadas con HPV (Enfermedad de Transmision Sexual 
viral mas prevalente), aunque se estiman 10 millones con lesiones 
cervicales de alto grado (HSIL) y 500.000 casos nuevos de cance- 
res invasores de cervix. La diferencia entre la cantidad de casos de 
mujeres infectadas y aquellas portadoras de lesiones preneoplasicas 
graves y canceres indica que la infeccion, aun con tipos de alto 
riesgo, per se no conduce al cancer. Otros factores deben conjugarse 
con los HPVs para permitir la transformacion maligna; se conside- 
ra, entre otros, la exposition a carcinogenos fisicos (radiaciones), 
quimicos (tabaquismo) y co-infecciones con patogenos inductores 
de inflamacion local (herpes simplex, clamidias). Asimismo se con- 
sideran crfticos los factores del hospedador como la herencia y el 
estado inmunologico y hormonal (Figura 29.6). 

Las alteraciones geneticas del hospedador constituyen un es- 
pecial foco de atencion debido a la naturaleza multietapas de la 
oncogenesis, en la cual cada paso constituye un cambio genetico 
independiente e irreversible que contribuye a incrementar la desre- 
gulacion de la proliferacion celular. Algunos estudios han mostrado 
activaciones de oncogenes de la familia ras por mutaciones puntua- 
les en carcinomas cervicales y en lesiones premalignas, asociados 
con HPV de alto riesgo; asimismo, se ha hallado amplification en 
oncogenes c-myc vinculada con progresion maligna en el cervix. 

Dentro de los factores del hospedador, la respuesta inmune 
mediada por celulas constituye la principal via de control y eli- 
mination la infeccion por HPV. En los distintos individuos se 
expresan formas diferentes de los antigenos leucocitarios huma- 
nos (HLA), responsables de la amplia diversidad en la selection 
y presentation de peptidos correspondientes a un determinado 
antigeno viral. Los haplotipos HLA de un individuo en particular 
podrian influenciar el curso de la historia natural de una infeccion 
por HPV, pudiendo ser uno de los determinantes de la regresion, 
persistencia o progresion de las lesiones cervicales (Figura 29.6). 
Datos publicados recientemente sugieren que ciertos haplotipos 
de los HLA se encuentran mas frecuentemente en pacientes con 
lesiones graves por lo que se consideran predisponentes (Ej.: HLA 
DR4 y DQ*0302), mientras que otros detectados en mujeres in- 
fectadas que no desarrollaron lesiones serian haplotipos protecti- 
vos (Ej.: HLA DR13 y DQ2). 

11. Diagnostico del HPV en el laboratorio: 

£CUANDO Y COMO? 

En la practica ginecologica cotidiana, aplicando la citologia (exa- 
men de Papanicolaou), colposcopia y biopsias dirigidas, accesibles 
a muchos centros hospitalarios, es posible, en la mayoria de los 
casos, establecer un diagnostico y encarar un tratamiento adecuado. 
Desde el punto de vista infectologico, sin embargo, solo detectando 
la particula viral o parte de ella puede confirmarse su presencia. 
Ademas, la colposcopia, cito e histopatologfa son disciplinas de 
marcada subjetividad, influenciadas por el entrenamiento, la ex- 
periencia y el punto de vista personal del observador, lo que ha 
generado dificultades de reproducibilidad en la evaluation de le- 
siones del tracto anogenital. Este no es un problema menor si se 
considera que un sobrediagnostico puede conducir a intervenciones 
terapeuticas injustificadas, de alto costo economico, con perjuicios 
fisicos y psicoemocionales para el paciente afectado. Por otro lado, 
es aceptado que la citologia muestra limitaciones de sensibilidad 
considerables, pudiendo omitir entre un 20 y 50% de las lesiones 
graves y canceres. 
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A1 nivel mundial, se estima que una mujer muere por cancer 
de cervix cada dos minutos. En Europa, donde funcionan adecua- 
damente los sistemas de deteccion precoz, todavra se diagnostican 
anualmente 22.000 nuevos casos de canceres invasores y 13.000 
mujeres mueren cada ano por esta enfermedad. Las prediccio- 
nes para los proximos 20 anos estiman un aumento del orden del 
100% de canceres de cervix en mujeres jovenes. Estos datos in- 
dican que las tecnicas de diagnostico tradicionales, si bien han 
permitido disminuir marcadamente la incidencia de esta neoplasia, 
presentan un margen de escape preocupante. Por esta razon, la 
comunidad cientifica internacional continua analizando nuevas 
estrategias que permitan mejorar la deteccion precoz y optimizar 
el diagnostico. 

11.1 Aplicacion clinica de la deteccion 
y genotipificaciOn del HPV 

Se han destacado situaciones en las que el diagnostico virologico de 
HPV presenta un comprobado valor clinico; ellas son: 

• Esclarecimiento de discordancies citohistocolposcopicas. Ayu- 
da en diagnosticos diferenciales y confirmation de enfermedad 
(Ej.: distrofias vs. metaplasias; metaplasias atipicas vs. HSIL). 

• Discernimiento de anomalias citoldgicas de significado inde- 
terminado (ASC-US; ASC-H). 

• Orientacion terapeutica y de seguimiento. Permite discriminar 
aquellas pacientes con SIL en mayor riesgo de progresion segun 
tenga o no virus de alio riesgo e infection persistente. Esta 
information puede ser util para la indication terapeutica o la 
frecuencia de los controles durante el seguimiento. 

• Control post-terapia. La presencia viral en el tejido luego de 
haber completado el tratamiento constituye un factor de riesgo 
de recurrencia, ya que se considera marcador de enfermedad 
residual o recidiva temprana. 

• Complemento del examen citologico en el tamizaje en mujeres 
mayores de 30 anos. Este grupo etario constituye el principal 
bianco de los programas de prevention del cancer cervical. La 
deteccion HPV de alto riesgo en este grupo muestra mayor sen- 
sibilidad y mayor valor predictivo negativo que el Papanicolaou 
en el diagnostico de las displasias cervicales, mientras que la 


especificidad y el valor predictivo positivo son similares. En los 
casos de citologra normal y deteccion viral negativa, se podrfan 
espaciar los controles ginecologicos. 

En el laboratorio virologico son utilizadas diversas tecnicas 
para detectar y/o tipificar el HPV presente en celulas cervico-vagi- 
nales o biopsias. Estas se diferencian en cuanto a las caracterfsticas 
de las muestras, la necesidad o no de extraer el DNA, la accesibili- 
dad y tiempo que demandan para su realization, la forma de lectura 
final, la sensibilidad y especificidad. Las diferentes tecnicas deben 
evaluarse comparativamente de acuerdo a la disponibilidad y al 
objetivo que se desea alcanzar para hacer una correcta election. 

Debe destacarse, asimismo, la importancia de realizar un estric- 
to control de calidad de las tecnicas empleadas, al igual que su vali- 
dation preferentemente contactando con el Laboratorio Nacional de 
Referencia (Servicio Virus Oncogenicos del Instituto Nacional de 
Enfermedades Infecciosas-ANLIS "Dr. Carlos G. Malbran", Buenos 
Aires). 

1 1.2 Diagnostico molecular: 

Deteccion de acidos nucleicos virales 

Pueden analizarse muestras tanto de material fresco (tejido o celulas 
obtenidas por cepillado) como fijado (celulas o cortes histologicos). 

11.2.1 Reaction en cadena de la polimerasa (PCR) 

• PCR-RFLP. El DNA extraido de la muestra clinica se amplifi- 
ca por PCR empleando los cebadores consenso MY 9,11 que 
penniten amplificar un fragmento de aproximadamente 450 pa- 
res de bases, correspondiente a la region LI del genoma viral. 
Por ser esta altamente conservada, es posible de esta manera 
detectar un amplio espectro de HPVs que habitualmente in- 
fectan el tracto anogenital (cerca de 40 tipos distintos) con un 
unico par de cebadores y en una sola reaction. Para tipificar, 
los productos de la PCR son posteriormente analizados por res- 
triction enzimatica (restriction fragment length polymorphism, 
RFLP), digiriendo con siete endonucleasas distintas; cada tipo 
viral puede diferenciarse por un patron de bandas caracterfstico 
(Figura 29.7). 



▼ Inftuencia de cofactoree del hospedadory del medio ambiente 
HSIL: lesibn intrwpIMiil nctnni de <to gndo 
LSIL: lesion intraepitelial eseamosa de baje grado 

Figura 29.6. Historia natural de las infecciones por HPV y la neoplasia del cuello uterino. Influencia de los factores de 
riesgo del hospedador y del medio ambiente (Adaptado de Bosch y col.). 
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Figura 29.7. Tipificacion de virus papiloma humano por PCR-RFLP. A. Deteccion del HPV por PCR generica: los DNAs 
extraidos y purificados a partirde las muestras de cervix, fueron amplificados con los cebadores MY 9,11 y luego evaluados 
mediante electroforesis en agarosa al 2% (80V, 1 hora). Calles: 1-3: muestras positivas; 4: control positivo (DNA celulas 
CaSki); 5: control negativo. M: marcador de tamano molecular (escalera de a 100 pb). B. Tipificacion del HPV por RFLP: 
allcuotas de los productos amplificados fueron digeridas en forma separada con 7 enzimas de restriccion y sometidas a 
electroforesis en gel de agarosa al 3% (80V., 3 horas). El gel fue tenido con bromuro de etidio y analizado por transilumi- 
nacion ultravioleta. Calles: 1-7 productos de restriccion con las enzimas BamH I, Dde I, Hae III, Hint I, Pst I, Rsa I y Sau3/\ 
I respectivamente; 8: producto sin cortar (450 pb). M: marcador de tamano molecular (escalera de a 100 pb). Las Naves 
indican el tipo viral identificado en base al patron de restriccion obtenido para cada muestra. 


• PCR-hibridacion en dot blot. El DNA extraldo y purificado de 
la muestra cllnica se amplifica por PCR empleando los cebado- 
res genericos GP 5+, 6+ que permiten amplificar un fragmento 
de aproximadamente 140 pares de bases, correspondiente a la 
region LI del genoma viral. Por la misma razon que en el caso 
anterior, es posible de esta manera detectar un amplio espectro 
de HPVs que habitualmente infectan el tracto anogenital, con 
un unico par de cebadores y en una sola reaccion. Para tipifi- 
car, los productos de la PCR luego son aplicados en forma de 
gota (dot, en ingles) sobre una membrana especial de nylon y 
son hibridados con sondas sinteticas de oligonucleotidos (20-30 
nucleotidos) tipo-especificas. 

11.2.2 Hibridacion in situ 

El DNA viral es identificado en cortes histologicos o celulas fi- 
jadas sobre portaobjetos empleando sondas marcadas, en general 
no radioactivas. El sistema de revelado de los hfbridos formados 
depende del tipo de marcacion de las sondas empleadas; en el caso 
de ser biotiniladas, se realiza mediante una reaccion inmunoenzi- 
matica. Cuando la reaccion es positiva, se obtiene una coloracion 
especifica en los nucleos de las celulas infectadas, observable en 
un microscopio optico. 

El numero lfmite de copias de DNA viral capaz de ser detectado 
por este ensayo, varia de acuerdo a la marcacion de la sonda; en 
general se requiere un minimo de alrededor de 10-100 copias por 
celula. 

Es el unico ensayo que hace posible observar en forma conjunta 
la arquitectura del tejido y la morfologia celular, correlacionando el 


diagnostico citohistologico con la presencia y distribucion del DNA 
viral. Tambien es de gran utilidad en diagnosticos retrospectivos en 
materiales de archivo. 

11.2.3 Captura de hfbridos 

Este es un ensayo comercial que se basa en una hibridacion en 
fase lfquida. El material clfnico es tratado con una solucion alcalina 
desnaturalizante e hibridado en condiciones de alta exigencia con 
dos mezclas de ribosondas (sondas a RNA) correspondientes a los 
HPVs de bajo riesgo (tipos 6, 1 1, 42, 43 y 44) y de alto riesgo (tipos 
16, 18, 31, 33, 35, 39, 45,51, 52, 56, 58, 59 y 68). La presencia de 
cualquiera de estos virus permite la formacion de un hfbrido DNA- 
RNA que es reconocido por un anticuerpo monoclonal especifico 
conjugado con fosfatasa alcalina. El revelado se realiza por la ac- 
cion de un sustrato quimioluminiscente y la luz emitida se mide 
en un luminometro. Esta lectura final indica si la muestra resulto o 
no positiva para algun o algunos de los tipos virales presentes en 
alguna de las dos mezclas o en ambas (coinfecciones). No tipifica, 
solo indica si el virus que se detecta en la muestra es de alto o bajo 
riesgo oncogenico. Si bien no permite medir la carga viral, posibi- 
lita una semicuantificacion del DNA viral. 

1 1.3 Serologi'a 

Se ha desarrollado una gran variedad de pruebas serologicas para 
detectar anticuerpos contra HPV. Para la obtencion del antfgeno 
viral se han aplicado diversas estrategias de ingenierfa genetica 
que incluyen sistemas de proteinas de fusion expresadas en bac- 
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terias, peptidos sinteticos y particulas similares a virus (VLPs), 
para ensayos de Western blot y ELISA. Las pruebas serologicas 
son aplicadas en investigaciones sobre la inmunologfa del HPV, la 
historia natural y desarrollo de vacunas; sin embargo, ninguno de 
los ensayos actuates ha demostrado todavia ser util en la practica 
cllnica. 

12. Prevencion y control 


) Corpus 
Editorial 


Las vacunas a subunidades desarrolladas emplean el sistema de par- 
ticulas semejantes a virus (del ingles, Virus Like Particles, VLPs). 
Esta estrategia de ingenierfa genetica se basa en el clonado del gen 
que codifica la proteina mayoritaria de la capside viral (L 1 ) en un 
vector de expresion, que cultivado en un sistema adecuado produce 
dicha proteina; cuando su concentration en el medio de cultivo es 
suficientemente alta, las moleculas de proteina se auto-ensamblan 
generando capsides virales vacias (VLP), cuya morfologia es casi 
identica a la del virus nativo, pero sin genoma. Las VLPs muestran 
la conformation "natural" de los epitopes estructurales del virus 
requerida para la induction de anticuerpos neutralizantes. 

Dos vacunas fueron licenciadas en mas de 120 paises, inclu- 
yendo la Argentina. Ambas estan compuestas por VLP de LI y re- 
quieren ser administradas por via intramuscular, en 3 dosis. Una es 
bivalente ( Cervarix ; GlaxoSmithKline), dirigida contra HPV 16 y 
HPV 18 y licenciada por la Administration Nacional de Medica- 
mentos, Alimentos y Tecnologia Medica ( ANMAT) en marzo 2008; 
la otra es tetravalente ( Gardasil ; Merck Sharp & Dohme), dirigida 
contra HPV 6, 11, 16 y 18, y licenciada por ANMAT en octubre 
2006. Inducen protection contra la infection por los HPV tipos 16 y 
18, responsables de alrededor de 75% de los casos de cancer de cer- 
vix a nivel mundial. Ademas, la vacuna cuadrivalente tambien esta 
dirigida contra los HPV tipos 6 y 1 1 que causan lesiones intraepi- 
teliales de bajo grado (LSIL) y la mayoria de las verrugas genitales 
(condilomas). Generan casi 100% de seroconversion mediante la 
induction de tltulos de anticuerpos (Ac) neutralizantes IgG anti- 
Ll, tipo-especificos, que superan ampliamente los de la infection 
natural. Se considera que el principal mecanismo de action serfa 
la transudation de los Ac sericos a las secreciones vaginales; alii 
neutralizarfan al virus e impedirlan la infection. Asimismo, hay una 
fuerte respuesta de celulas B de memoria, caracterfstica propia de 
las vacunas que tienen respuesta inmune durable. No son vacunas 
terapeuticas ya que no tiene action sobre infecciones preexistentes. 

Desde hace varios anos estan en marcha para ambas vacunas di- 
versos ensayos cllnicos placebo-controlados, aleatorios, doble ciego 
que incluyen mas de 50.000 mujeres de los diferentes continentes. 
Las dos vacunas han demostrado ser altamente eficaces (95-100%) 
para prevenir HSIL causado por HPV16/18, con un seguimiento 
promedio de 5 anos. En el caso de la vacuna tetravalente, ha mos- 
trado ademas eficacia para prevenir la enfermedad intraepitelial de 
vagina y vulva y verrugas genitales extemas. Se ha informado una 
protection adicional para la infection y enfermedad causada por 
tipos de HPV no vacunales, relacionados filogeneticamente con 
aquellos incluidos en la formula vacunal (HPV 31, 33, 35 y 45, 
entre otros); de confirmarse, las vacunas podrfan prevenir al menos 
el 85% de los casos de cancer de cervix. 

Dadas la caracterfstica profilactica de estas vacunas, su maxi- 
mo beneficio se obtendra inmunizando individuos que no tuvieron 
contacto previo con el virus. Desde el punto de vista de la salud 
publica, el grupo bianco preferential para la inmunizacion son las 
ninas entre 9 y 13 anos, previo al inicio de la actividad sexual; sin 


embargo, las mujeres adultas tambien podrfan beneficiarse por la 
vacunacion. 

En 2009, la OMS publico un documento donde alentaba la in- 
troduction de las vacunas contra HPV en los programas nacionales 
de inmunizaciones, como parte de una estrategia para prevenir el 
cancer cervical y otras enfermedades asociadas a la infection por 
HPV. Asimismo, inicio la organization de una Red Global de Labo- 
ratories de HPV (WHO HPV LabNet) para armonizar los laborato- 
ries de virologia a nivel mundial a fin de establecer una efectiva vi- 
gilancia virologica y monitoreo del impacto de la vacunacion contra 
HPV. Esta Red comprende hasta la fecha, dos laboratories de refe- 
rencia mundiales y ocho regionales; el Servicio Virus Oncogenicos 
del INEI-ANLIS "Dr. Malbran" fue designado como Laboratorio 
Regional de Referencia para las Americas. 

La Ira generation de vacunas contra HPV ha demostrado ser 
segura, inmunogenica y eficaz, y constituira la unica option de pre- 
vencion primaria para la proxima decada. Constituyen una herra- 
mienta de prevencion sumamente valiosa; sin embargo, dado que 
no previenen la infection por todos los tipos de HPV asociados a 
cancer, la vacunacion debera complementarse con un programa de 
tamizaje poblacional (con pruebas virologicas) para la detection 
temprana de lesiones prenoplasicas del cervix en estadios curables. 
Se espera que la 2da generation de vacunas contra HPV sea poliva- 
lente, tanto a VLP (incluyendo L2) como a capsomeros, pero tienen 
aun un largo camino por recorrer. 

13. Conclusion es 

La decada actual marca un verdadero desaflo en el control de las 
infecciones por HPV, fundamentalmente en dos areas: 

1) En la prevencion primaria de la infection y sus enferme- 
dades asociadas, con base en tres puntos criticos: a) una in- 
tensa campana de education e information dirigida a los 
adolescentes, adultos y efectores de salud insistiendo en la 
relation causal entre la adquisicion del HPV y el desarrollo 
del cancer de cervix; b) la implementation de programas de 
tamizaje mas efectivos, evaluando la posibilidad de la apli- 
cacion de la detection viral y desarrollar nuevas estrategias 
con mayor valor predictivo para la evaluation de la evolu- 
tion de las lesiones inducidas por HPV; c) la introduction 
de vacunas profilacticas. 

2) En cuanto a la prevencion secundaria , los esfuerzos deberlan 
enfocarse en el desarrollo de agentes antivirales especificos y 
vacunas terapeuticas para mejorar el tratamiento de las lesiones 
inducidas por HPV. 

NoTA 

En el ano 2011, el Ministerio de Salud de Argentina incorporo la 
vacunacion contra los papilomavirus al calendario oficial. Apartir 
de esa fecha es de aplicacion gratuita y obligatoria para ninas de 
11 anos. 

Recientemente se han desarrollado PCRs cualitativas de origen 
comercial, cuyo valor clinico esta aun en estudio. 

Asimismo, existe un ensayo para detection en muestras cli- 
nicas, mediante NASBA, del RNAm de los genes E6 y E7, cuyo 
valor es pronostico. 

Este capitulo se finalizo en el ano 2011. 
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Poliomavirus: Virus BK y JC 

Marcela Echavarria - Guadalupe Carballal 


1. Introduccion 

En la familia Papovaviridae se inclufan anteriormente dos subfa- 
milias: los poliomavirus y los papilomavirus. El nombre papova 
proviene de papiloma/polyoma/simian vacuolating virus (S V 40), 
que eran los tres miembros caractensticos de esa familia. Recien- 
temente, el Comite Internacional de Taxonomia viral ha conside- 
rado a esas subfamilias como familias separadas. 

La familia Polyomaviridae incluye a los virus humanos BK 
y JC, al virus simiano SV40 y a otros virus que infectan a otros 
animales (monos, ganado bovino, roedores, conejos). El SV40 fue 
descrito en la decada de 1960; en la siguiente, se identificaron dos 
poliomavirus que producen enfermedad en humanos: el virus BK, 
aislado de orina de un paciente con trasplante renal y el virus JC, 
aislado del cerebro de un paciente con leucoencefalopatfa. Los 
nombres de estos virus provienen de las iniciales de los pacientes. 
En el ano 2007, se descubrieron dos nuevos poliomavirus huma- 
nos, el virus KI y el virus WU, mediante estudios moleculares en 
muestras respiratorias y materia fecal. No existe aun clara eviden- 
cia de la asociacion de estos virus con enfermedad respiratoria. 
( Vease el Capitulo 58 "Virus respiratorios emergentesy el nuevo 
impacto de los rinovirus por medio del cliagriostico molecular"). 

Los miembros de la familia Polyomaviridae se muestran en la 
Tab la 30.1. 

Los poliomavirus mejor estudiados a nivel experimental son 
los poliomavirus del raton y el virus SV40. El nombre de la familia 
deriva de poly = muchos y omas = tumores. 

Este virus puede estar presente en el rinon de primates y fue reco- 
nocido por primera vez como contaminante de un cultivo primario de 
rinon de mono que fuera usado para production de un lote de vacuna 
inactivada para poliomielitis. 

La contamination con SV40 de ese cultivo y el hecho de que este 
virus no fuera inactivado con el formol -empleado para inactivar el 


poliovirus (proceso fallido en el asi denominado accidente de Cut- 
ter)- produjo un lamentable desenlace que causo la muerte de los 
seres humanos vacunados con ese lote. De alii se destaca la necesidad 
de realizar controles rigurosos de los sustratos empleados en la pro- 
duccion de vacunas virales (vease el Capitulo 48 Vacunas virales). 

1.1 Estructura 

Los poliomavirus son virus desnudos y presentan una capside 
icosaedrica de 40 nm formada por las proteinas VP1, VP2 y VP3. 
El icosaedro esta formado por 72 pentameros. Cada uno contie- 
ne 5 moleculas de VP1 y una molecula de VP2 o VP3. Presenta 
una sola copia de DNA circular unido en forma covalente. Los 
poliomavirus humanos pueden aglutinar eritrocitos y pueden 
distinguirse por reacciones de neutralization o inhibition de la 
hemaglutinacion. 

1.2 Genoma 

El DNA es de doble cadena circular; posee 5 100 bp. Cada hebra 
posee la mitad de la information genetica. Los RNA tempranos 
y tardfos son sintetizados en forma bidirectional desde los lados 
opuestos del genoma. 

Los marcos de lectura de las regiones codificantes tienen 
information para proteinas tempranas (antigeno T menor y an- 
tigeno T mayor, T’135, T’136 y T’165) y proteinas tardias (como 
la agnoproteina, VP1, VP2 y VP3). Las regiones no codificantes 
codifican para elementos regulatorios. 

1.3 ReplicaciOn 

Luego de la infection comienza la expresion de proteinas tempra- 
nas como Ag T (antigeno T mayor). Esta inicia la replication de 


Miembros 

Nombre 

Hospedador 

Transmision 

Enfermedad 

Poliomavirus 

humanos 

Virus BK 

Humanos 

Transmision respiratoria y 
por organos trasplantados 

Inmunocompetentes: infection comun 
en infancia; persistencia 
Inmunocomprometidos: cistitis 
hemorragica, nefropatia, estenosis 
uretral, neumonitis interstitial, 
meningoencefalitis subaguda 

Poliomavirus 

humanos 

Virus JC 

Humanos 

l Respiratoria y 
gastrointestinal? 

Inmunocompetentes: no se observa 
Inmunocomprometidos: LMP 

Poliomavirus 

humanos 

Ki 

Wu 

Humanos 

i Respiratoria? 

En estudio su asociacion con 
enfermedad respiratoria 

Poliomavirus murinos 

MPyV 

Raton 

Reactivation de infection 
persistente: elimination 
de virus por orina, 
secreciones respiratorias y 
genitales 

Tumores en ratones recien nacidos; 
persistencia en rinon 

Poliomavirus simiano 

SV40 

Monos 


Similar a LMP en monos 

Poliomavirus bovinos 

BP yV 

Ganado, 

bovinos 


Persistencia en rinon 


Tabla 30.1. Familia Polyomaviridae. LMP: Leucoencefalopatia multifocal progresiva. (Adaptado de Viruses and human 
disease. Capitulo 6, Strauss JH, H. Strauss. Academic Press. Elsevier, 2002; 259-265. 
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Figura 30.1. Biopsia renal, H & E. Nefritis intersticial por poliomavirus. Infiltrado intersticial a predominio de linfocitos. 
Notar la inclusion intranuclear grande anfofila con anillo de cromatina denso periferico en el nucleo de la celula tubular. Cortesia 
del Dr. lotti, Servicio de Anatomia Patologica, CEMIC. 


DNA viral que es seguida de la expresion del RNAm. Luego de 
la traduccion de protelnas regulatorias tardlas (agnoprotelna) y de 
protelnas de la capside, se produce el ensamblaje viral. 

El tropismo de los poliomavirus humanos esta constituido, 
principalmente, por celulas diferenciadas en reposo. 

Estos virus inducen la produccion de enzimas necesarias para 
la replicacion viral en las celulas en reposo. Las actividades de 
estimulacion del ciclo celular estan inducidas por el Ag T. 

El virus JC tiene un ciclo muy prolongado de hasta 20 dias. 
Este virus solamente puede propagarse in vitro en cultivos prima- 
rios de celulas gliales fetales humanas. 

La posible oncogenicidad de los poliomavirus en el ser huma- 
no permanece todavfa incierta, a pesar del potencial oncogenico 
del Ag T. 

2. Virus BK 

2. 1 CUADROS CUNICOS 

Este virus produce enfermedad solo en humanos y no se conoce 
reservorio animal alguno. 

Aunque las vfas de transmision no han sido completamente di- 
lucidadas, se postula que la principal vfa es la orofarmgea. En la 
actualidad se han descrito 4 serotipos de BK. 

La infeccion primaria ocurre durante la ninez y puede cursar 
en forma asintomatica o con sintomas respiratorios leves y fiebre. 
Este virus puede permanecer latente en el tracto urogenital, espe- 
cialmente rinon, por largos perfodos. 

La infeccion por el virus BK tiene una distribucion mundial 
pero las manifestaciones clfnicas son muy infrecuentes en los pa- 
cientes inmunocompetentes. Por el contrario, durante estadios de 
inmunosupresion, el virus puede reactivarse y causar enfermeda- 
des tales como nefropatfa, estenosis ureteral, cistitis hemorragica 
y nefritis tubulo-intersticial. Tambien puede producir, con menor 
frecuencia, neumonitis intersticial o meningoencefalitis aguda. 

La cistitis hemorragica tardia es frecuente en pacientes tras- 
plantados de medula osea. La estenosis ureteral y la nefritis 
intersticial se pueden observar en pacientes trasplantados de 
rinon y en aquellos infectados por HIV. Aproximadamente el 
50% de los pacientes trasplantados de medula osea presentan 
viruria por virus BK pero no todos ellos desarrollan cistitis 
hemorragica. 


Nefropati'a 

La nefropatra por virus BK, descrita por primera vez en 1995, es 
causa de disfuncion del injerto renal en los pacientes trasplantados 
pudiendo llevar a la perdida del misrno. La prevalencia de nefro- 
patra asociada a virus BK es del 1-10% y la mayoria de los casos 
ocurre dentro del primer ano pos-trasplante. Sin embargo, se han 
reportado infecciones hasta 3 anos pos-trasplante. La nefropatfa 
por virus BK puede llevar a la perdida de injerto en un 10-80% de 
los casos. Estas cifras son menores en los centros donde se realiza 
una vigilancia periodica de la infeccion por virus BK y se instituye 
un tratamiento precoz. 

Las manifestaciones clfnicas de nefropatra por virus BK son 
similares a las del rechazo agudo o a toxicidad por drogas. Por 
ello, es fundamental realizar un diagnostico de certeza de infec- 
cion/enfermedad por este virus. 

Los factores de riesgo asociados a nefropatfa por virus BK 
incluyen el uso de determinadas drogas inmunosupresoras como 
tacrolimus y micofenolato mofetil, el estado serologico negativo 
para virus BK del receptor y mismatch de HLA. 

El sexo masculino, edad adulta y enfermedades de base como 
diabetes mellitus, tambien se han asociado con mayor riesgo de 
desarrollar nefropatfa por virus BK. 

2.2 Diagnostico 

El diagnostico de virus BK puede realizarse por cultivo, histolo- 
gfa, citologfa o por tecnicas moleculares. 

Los niveles de anticuerpos no se correlacionan con el desarro- 
llo de enfermedad; el aislamiento en cultivo no es practico dado 
que este virus es de propagation dificultosa, lenta y solo desarrolla 
en determinadas lineas celulares; la histologia permite la obser- 
vation de inclusiones celulares muy caracteristicas en los tejidos; 
la citologfa puede aplicarse a muestras de orina e incluye la obser- 
vation de celulas decoy. Las decoy son las celulas de los tubulos 
renales y uroepiteliales infectadas por el virus BK que se eliminan 
por la orina y se caracterizan por presentar una inclusion viral 
intranuclear. Estas celulas pueden observarse con un microscopio 
de contraste de fase o con tinciones como Papanicolaou. 

El diagnostico de nefropatfa por virus BK se puede realizar por 
inmunohistoquimica en muestras de biopsia renal (Figura 30.1). Sin 
embargo, dada la naturaleza focal de esta enfermedad no presenta 
una distribucion homogenea. Por ello, la sensibilidad de las biopsias 
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no alcanza un 100%, y es necesaria una correlation con la deteccion 
de viruria y viremia para realizar el diagnostico de certeza. 

La presencia de celulas decoy en orina puede utilizarse como 
prueba de tamizaje ( screening ) de la infeccion por virus BK dada 
su elevada sensibilidad (100%) para identificar replication viral. Sin 
embargo, el valor predictivo positivo de nefropatia es menor al 20%. 

Las tecnicas moleculares (PCR) permiten la deteccion del 
DNA de virus BK y constituyen el procedimiento diagnostico ac- 
tualmente mas utilizado. Puede emplearse con muestras de orina y 
sangre. Un resultado positivo por PCR en sangre tiene mayor valor 
predictivo positivo de enfermedad que en orina. 

Ademas, el virus BK puede cuantificarse utilizando ensayos de 
Real Time PCR (carga viral). La determination de la carga viral de 
virus BK en plasma se utiliza para el monitoreo de los pacientes 
con nefropatia. Dado que el diagnostico temprano de nefropatia 
por virus BK ha sido asociado con un mejor pronostico, se estan 
postulando algoritmos para identificar a estos pacientes en forma 
rapida y eficaz. 

Algunos centres de EE.UU. realizan el tamizaje o screening de los 
pacientes por citologia (celulas decoy) o por PCR en orina. Los pacien- 
tes que presentan resultados negativos son monitoreados nuevamente 
al mes. En aquellos con un resultado positivo para BK en orina, se 
realiza una PCR cuantitativa ( Real Time PCR) en sangre. Actualmente, 
se estan estudiando los valores de corte en sangre que sean clinicamente 
relevantes para el diagnostico de esta enfermedad y se ha observado 
una alta asociacion de nefropatia en aquellos pacientes con una carga 
viral mayor a 10 000 copias de DNA de virus BK/mL de plasma. 

No existe tratamiento especifico para este virus. El manejo clinico 
de estos pacientes consiste en la diminution de la inmunosupresion, 
el cambio a drogas inmunosupresoras menos potentes, el uso de in- 
munoglobulinas y el cidofovir o leflunamida (vease el Capitulo 45 
Infecciones virales en pacientes con inmunosupresion postrasplante). 

Corpus 

Editorial 3. Virus JC 

3. 1 CUADROS CLlNICOS 

La infeccion por virus JC esta distribuida mundialmente. Sin 
embargo, la via de transmision no ha sido definida con claridad, 


aunque el tracto respiratorio es la mas probable. El contacto con 
orina de pacientes infectados podria ser otra ruta de transmision. 

Luego de la infeccion ocurre una viremia y posteriormente 
persistencia. El virus JC puede estar presente en la orina de indi- 
viduos sanos. 

Al contrario de BK, el virus JC no se ha asociado con enfer- 
medad en el tracto urogenital ni en el pulmon. La enfermedad 
asociada al virus JC es un desorden del SNC denominado leucoen- 
cefalopatia multifocal progresiva (LMP) que puede observarse en 
pacientes inmunosuprimidos, especialmente en pacientes con 
HIV/ SIDA (veanse los capitulos 45, 46 y 47). 

La LMP es un desorden desmielinizante que ocurre como 
manifestation tardfa de alguna enfermedad que produce una 
inmunodeficiencia grave. La destruction del tejido nervioso es 
debida a la infeccion citolftica del virus JC en los oligodendro- 
citos. 

El DNA del virus JC no presenta suficiente variation como 
para generar distintos serotipos. Por ello, solo se definen diferentes 
genotipos. 

3.2 Diagnostico 

Este virus es de muy diffcil propagation por lo que no se utilizan 
tecnicas de cultivo. El diagnostico de certeza se realiza por proce- 
dimientos moleculares como PCR. 

Para el diagnostico de LMP se utilizan la evaluation neurolo- 
gica y estudios por imagenes, siendo el diagnostico definitivo la 
biopsia cerebral. 

La concentration del virus JC es alta en el tejido cerebral 
pero mucho menor en el LCR. Por ello, se recomienda la ob- 
tencion de muestras sucesivas de LCR ya que la PCR en LCR 
puede dar resultados divergentes en comparacion con los de la 
biopsia. 

El virus JC tambien puede estar presente en la orina de pa- 
cientes inmunosuprimidos como por ejemplo en trasplantados de 
medula osea. Sin embargo, su presencia en esta muestra no se ha 
relacionado aun a enfermedad. 

No existe aun tratamiento especifico para LMP (veanse los 
capitulos 45 y 47). 
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Encefalopatias espongiformes transmisibles 

Marfa I. Berrfa 


1. INTRODUCCION 

Las Encefalopatias Espongiformes Transmisibles (EETs) son 
enfermedades neurodegenerativas invariablemente fatales que 
afectan a animales y humanos. Su comprobada transmisibilidad 
experimental es una caracteristica que las diferencia de otras en- 
fermedades neurodegenerativas como Alzheimer y Parkinson, y 
la que justifica su inclusion en el ambito de la Microbiologla y, 
por tradition, de la Virologla, ya que llego a suponerse que su 
agente causal era un virus lento. Entre esas encefalopatias, defi- 
nidas por un prolongado periodo de incubation (anos a decadas) 
y curso cllnico breve y progresivo a la muerte, se encontraba el 
scrapie, una enfermedad ovina cuyo agente exhibla una sorpren- 
dente resistencia a las radiaciones ionizantes. Ya en 1967 se habla 
avanzado la hipotesis de que estuviera desprovisto de acidos nu- 
cleicos, consistiendo exclusivamente en una protelna. Finalmente, 
en 1982, Prusiner acuiio el termino prion para definir a "pequenas 
partlculas proteinaceas infecciosas que resisten a la inactivation 
por la mayoria de los procedimientos que modifican los acidos 
nucleicos". El componente proteico de esas partlculas fue deno- 
minado protelna prion (PrP), de la que se conocen dos isoformas, 
una normal (PrP c ) y otra patologica (PrP Sc ). 

Las enfermedades por priones, tanto animales como humanas 
(Tabla 31.1), fueron por decadas diagnosticadas con base en una 
caracteristica triada neuropatologica: vacuolization espongifor- 
me en la sustancia gris cerebral, perdida de neuronas y reaction 
glial. En algunas EETs (kuru, sindrome de Gerstmann-Straiissler- 
Scheinker, variante de Creutzfeldt-Jakob), se observan depositos 
aberrantes de proteinas evidenciados por placas de amiloide com- 
puestas por agregados fibrilares de PrP Sc , aun cuando en todas las 
EETs la mayor parte de PrP Sc se encuentra acumulada bajo forma 
no amiloidea. 


2 . EETs EN ANIMALES 

2. 1. Ovina (scrapie) 

Tambien observada en caprinos, es una enfermedad neurologica en- 
demica en muchas partes del mundo, incluyendo Europa y America 
del Norte. Fue experimentalmente transmitida por inoculation de 
tejidos neurales (encefalo y medula), en principio de oveja a oveja 
y luego a otras especies animales (ratones, hamsters, etc.). La PrP Sc 
tambien se detecta en tejidos linfaticos, amigdalas y bazo. 

Otras dos enfermedades, similares al scrapie, se han comprobado 
en visones en cautividad, probablemente como consecuencia de la 
ingestion de tejidos ovinos infectados, y tambien en cervidos en el 
oeste de Estados Unidos, donde es endemica y resultaria de la expo- 
sition a otros animales infectados. 

2.2. Bovina 

En 1987 se identified como prion al agente causal de una enfermedad 
que desde el ano anterior se habia reconocido como epidemica en el 
ganado bovino del Reino Unido de Gran Bretana. Pronto se compro- 
bo que su aparicion habla sido consecuencia de la utilization, desde 
anos previos, de un suplemento alimenticio constituido por pasta de 
came y huesos, ocasionalmente contaminado por cerebro y medula 
espinal de animales infectados. La epidemia, que alcanzo su pico en 
1993, initio su descenso en 1999, ya con posterioridad a la completa 
exclusion de ese tipo de alimento. Con anterioridad a la adoption 
de esa medida, el ingreso de tejidos infectados a la cadena alimen- 
taria habla difundido la enfermedad a animales en cautividad en el 
zoologico de Londres (ungulados y primates) y a gatos domesticos. 
Se debate todavla si la enfermedad se origino como propia de los 
bovinos o como secundaria a la ingestion porbovinos de tejidos ovi- 


Enfermedad 

Hospedador 

Descripcion 

Etiologia 

Scrapie 

Ovinos 

1732 

Infecciosa 

Enfermedad Creutzfeldt-Jakob esporadico 

Humanos 

1920 

Espontanea 

Enfermedad Creutzfeldt-Jakob familiar 

Humanos 

1924 

Hereditaria 

Sindrome Gerstmann-Straiissler-Scheinker 

Humanos 

1928 

Hereditaria 

Encefalopatia espongiforme 

Visones 

1965 

Infecciosa 

Kuru 

Humanos 

1957 

Infecciosa 

Encefalopatia espongiforme 

Ciervos 

1980 

Infecciosa 

Insomnio fatal familiar 

Humanos 

1986 

Hereditaria 

Encefalopatia espongiforme 

Bovinos 

1987 

Infecciosa 

Encefalopatia espongiforme 

Animales zoo 

1988 

Infecciosa 

Encefalopatia espongiforme 

Felinos 

1990 

Infecciosa 

Variante enfermedad Creutzfeldt-Jakob 

Humanos 

1996 

Infecciosa 

Insomnio fatal esporadico 

Humanos 

1999 

Espontanea 


Tabla 31.1. Espectro de las enfermedades por priones. 
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nos con scrapie. La EET bovina tambien ha sido detectada en casos 
autoctonos de varios paises europeos y en Japon, Israel y Canada, lo 
que sugiere la existencia de multiples cepas esporadicas. 

3. EETS EM HUMANOS 

Segun su etiologia, se dividen en hereditarias (15%), esporadicas 
(80%) y adquiridas (5%). Las formas hereditarias resultan de la he- 
rencia de mutaciones en el gen prion (pmp), localizado sobre el cro- 
mosoma 20p, en tanto que las esporadicas son aquellas de ocurrencia 
espontanea por causa desconocida. A su vez, las adquiridas son con- 
secutivas a la transmision de la infeccion de humano a humano o de 
bovino a humano. 

3. 1. Enfermedad de Creutzfeldt-Jakob 

La forma esporadica (85% de todos los casos) presenta una inciden- 
cia anual y mundial de aproximadamente 1 por millon y se inicia 
a los 65-69 anos con trastornos de la memoria que progresan a 
demencia, mutismo akinetico y muerte, mientras la forma familiar 
presenta similares signos clfnicos y patologicos, aunque de apari- 
cion mas temprana. 

3.2. Sindrome de Gerstmann-Straussler-Scheinker 

La mas comun de las enfermedades familiares por priones, general- 
mente se evidencia en la 3 a -4 a decada de la vida como ataxia cerebe- 
losa cronica con signos piramidales. La demencia es de aparicion mas 
tardia que en la enfermedad de Creutzfeldt-Jakob, hacia los 5 anos de 
establecido el diagnostico. 

3.3. Insomnio familiar fatal 

Es un insomnio progresivo intratable que se acompana de disfun- 
cion autonomica y se observa en individuos con mutaciones a nivel 
del codon 178 en el gen pnrp. Aunque raros, se han descrito casos 
definidos como formas esporadicas, por su ocurrencia en ausencia 
de mutaciones. 

3.4. Adquiridas 

3.4.1. Kuru 

Fue una enfermedad geograficamente restringida al area Okapa en 
las tierras altas de Papua Nueva Guinea. Desde 1957 se documen- 
taron 2 700 casos sobre una poblacion total de 36 000 personas. La 
comprobacion de su transmision experimental a primates en 1976, 
llevada a cabo por Gajdusek, inicio una fascinante apertura en el 
estudio de las encefalopatlas espongiformes, ya que fueron recono- 
cidas como transmisibles. Estimado el perlodo de incubacion del 
kuru en alrededor de 12 anos, pudo establecerse que con posterio- 
ridad al cese de un endocanibalismo que habia sido practica ritual, 
dejo de observarse la enfermedad. De forma retrospectiva, se ha 
comprobado que los preferentemente afectados por el kuru hablan 
sido homocigoticos para metionina en posicion 129. 

3.4.2. Creutzfeldt-Jakob iatrogenico 

Todos los mecanismos de transmision iatrogenica identificados (tras- 
plante de cornea y aplicacion profunda de electrodos, instrumental 
neuroquirurgico, injertos de duramadre, administracion intramuscular 
de hormonas hipofisarias) han resultado de contaminacion cruzada 
con tejidos cerebrales o adyacentes a cerebro, y por tanto con eleva- 
dos niveles de infectividad. 

3.4.3. Variante de Creutzfeldt-Jakob 

Consecutivamente a la emergencia de la encefalopatla bovina, en el 
Reino Unido se establecio un registro de Creutzfeldt-Jakob con el fin 
de detectar un eventual incremento de su incidencia, si bien la posi- 
bilidad de transmision de un prion bovino al humano se consideraba 
remota. Sin embargo, a marzo de 1996 ya se habia comprobado la 


existencia de 10 casos compatibles con un Creutzfeldt-Jakob apareci- 
do a edad notablemente temprana y con promedio de muerte a los 29 
anos. Se trataba de una enfermedad humana nueva, con isotipo de PrP 
similar al bovino y distribution de signos histopatologicos diferente 
a la propia del Creutzfeldt-Jakob esporadico. Si bien la PrP Sc se de- 
tectaba en tejidos neurales, como ocurre en todas las EETs, tambien 
estaba presente en tejidos linfo-reticulares. En general, se acepta que 
la transmision del bovino al humano se vio facilitada por la intro- 
duction de tejidos contaminados a alto titulo infectivo en la cadena 
alimentaria humana, particularmente bajo la forma de embutidos o 
relleno de pastas. A diciembre del 2005 se habian identificado un total 
de 183 casos, entre confirmados y probables. Esta cifra fue conside- 
rablemente menor a la temida en principio, y esa limitation ha sido 
resultado de la implementation en el Reino Unido de medidas pro- 
hibiendo la incorporation de determinados tejidos bovinos (cerebro, 
medula espinal, bazo, timo, amigdalas e intestino) a la alimentation 
humana. Los factores de riesgo para la enfermedad incluyen juven- 
tud, genotipo homocigota para metionina en el codon 129 del gen 
prnp, y previa residencia en el Reino Unido, aunque este no es un 
antecedente forzoso, ya que no existia en los casos aislados que se 
detectaron en Francia e Italia. 

4. ESTRUCTURA Y BIOLOCIA DE LA PrP 

El caracter comun a todas las enfermedades por priones esta dado 
por el metabolismo aberrante de la PrP, que existe bajo por lo 
menos dos estadios conformacionales con diferentes propiedades 
fisico-quimicas. La forma normal (PrP c ) se evidencia como una 
sialoglicoproteina de 33-35 kDa codificada por el gen pmp y que 
se encuentra, via un anclaje mediado por glicofosfatidil inositol, 
en la membrana de variados tipos celulares, aunque caracterlstica- 
mente predominante en neuronas. La PrP c se define por un elevado 
contenido de estructuras helicoidales alfa y escasa presencia de la- 
minas beta, sensibilidad al tratamiento con proteasas, y solubilidad 
en detergentes. Por el contrario, la isoforma asociada a enfermedad 
(Prpsc) s £j 0 sg encuen t ra en cerebros infectados, es parcialmente re- 
sistente al tratamiento con proteasas dejando un fragmento carboxi- 
terminal de 27-30 kDa, y es relativamente insoluble en detergentes, 
persistiendo bajo la forma de agregados. Es ese core de 27-30 kDa, 
resistente al tratamiento con proteasas, el factor que se asocia a 
infectividad. Como los perfiles de migration electroforetica de la 
isoforma patologica difieren en funcion de las diferentes cepas de 
priones, esa variation sugiere la existencia de diferentes conforma- 
ciones. Por otra parte, las cepas tambien muestran variaciones en la 
relation de sus respectivos porcentajes de glicosilacion, los que se 
evaluan en funcion de las diferentes movilidades electroforeticas 
exhibidas por las 3 glicoformas (diglicosilada, monoglicosilada y 
no glicosilada) presentes en la PrP Sc . Es probable entonces que las 
diferencias entre priones resulten de una combination de efectos, 
en que la conformacion PrP serla el determinante primario del tipo 
de cepa, mientras los perfiles de glicosilacion serian determinantes 
secundarios de distintos fenotipos neuropatologicos, los que a su 
vez explicarian las diferencias de periodos de incubacion o distribu- 
cion de lesiones que llegan a observarse en el curso de la infeccion. 
En las enfermedades humanas, las isoformas patologicas anormal- 
mente plegadas se darian de modo espontaneo (15% de los casos), 
o en pacientes portando una mutation que facilite el plegamiento 
anormal (80%), o bien provendrian de una fuente infecciosa exo- 
gena (5%). Una vez emergida una isoforma anonnal seria capaz de 
inducir cambios conformacionales en las moleculas PrP 0 contiguas, 
mediante una conversion post-traduccion que implicarfa un proceso 
termodinamico por interacciones intermoleculares posibilitando una 
reaction en cadena mediante la cual se propagarla la enfermedad. 
El hallazgo del caracter homocigota para metionina en posicion 
129 en todos los casos de la variante de Creutzfeldt-Jakob y su 
predominio en los Creutzfeldt-Jakob iatrogenicos, sugiere que la 
presencia del caracter heterocigota a ese nivel provee protection 
ante la infeccion por priones, probablemente por reducir la capaci- 
dad de PrP para alterar su conformacion. 
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5. Patogenia de la PrP 


7 . 2 . Enfermedad Humana 


No se conoce lo suficiente el mecanismo por el cual la PrP c sufre 
el cambio conformacional que la transforma en PrP Sc , y por tanto 
en infectiva. Si bien la PrP c es esencial para la transmision y pa- 
togenesis de las enfennedades por priones, se ignora cual seria su 
funcion normal. Quizas la conversion de PrP c en PrP Sc ocurra en 
mas de una forma, iniciandose por una PrP Sc que desde el espacio 
extracelular interacciona directamente con una PrP c que, por ser 
inducida a un cambio de conformation, genera en consecuencia 
una PrP Sc adicional e intracelular, la que a su vez podria interactuar 
generando una conversion desde el interior de la celula infectada. 

Con mayor precision, ya ha podido establecerse que en las in- 
fecciones adquiridas a traves del ingreso de un prion exogeno, se 
trata de un proceso dinamico en el que pueden distinguirse tres 
sucesivas etapas: a) infection y replication periferica, involucrando 
transferencia de PrP Sc al tracto digestivo y de ahi al sistema linfo- 
reticular, siendo los linfocitos B los principales responsables del 
transporte del prion; b) neuroinvasion, segun dos potenciales rutas, 
una implicando al bazo y otra a los ganglios linfaticos viscerales; y 
c) neurodegeneracion, cuyo factor determinante seria la conversion 
endogena de la PrP c en PrP Sc , ya que la ocurrencia de enfermedad 
requiere tanto de la presencia de PrP Sc como de la sintesis de PrP c . 

6. Diaghjostico 


) Corpus 
Editorial 


Se realiza con base en la detection inmunoqufmica de PrP en te- 
jidos cerebrales y, en el caso de la variante de Creutzfeldt-Jakob, 
tambien en tejidos linfoides. Como la mayorla de los anticuerpos 
disponibles no distinguen entre PrP c y PrP Sc , se debe optimizar la 
tincion de PrP Sc mediante la elimination de PrP c . Asi, en el caso 
del Western blot, se recurre a la proteinasa K, mientras que para 
la marcacion en tejidos, los cortes histologicos son pretratados 
mediante exposition a acido formico, autoclave o microondas, 
y/o tiocianato de guanidina, sea en forma combinada o secuencial. 
La demostracion de infectividad mediante inoculation a ratones 
es un procedimiento de alta sensibilidad, aunque por el tiempo y 
el costo que insurne se reserva para investigaciones orientadas a 
la caracterizacion de cepas. Para precisar el caracter hereditario o 
la predisposition a contraer una enfermedad por prion, se recurre 
a la secuenciacion de DNA para la identification de mutaciones o 
inserciones en el gen pnrp. 

La renovada busqueda de marcadores subrogantes responde 
al interes por identificar transcriptos y proteinas diferencialmente 
expresados en los tejidos de animales infectados por priones, pero 
ausentes en los respectivos controles. A ese respecto, se ha compro- 
bado que un gen extraneural, el factor relacionado con la diferencia- 
cion eritrocitaria (EDRF), reduce de forma progresiva sus niveles 
en bazo y sangre de animales experimentalmente infectados. En 
cuanto a la detection de la protelna 14-3-3 en LCR, su presencia en 
otras enfennedades neurodegenerativas le resta especificidad como 
diagnostico orientador de infection por priones. 


7. Prevencion de la transmision accidental 


7 . 1. Enfermedad animal 


Desde enero del 2001, la pesquisa de la encefalopatla bovina en 
tejidos cerebrales post-mortem iniciada en 1999 en Suiza en anima- 
les sospechosos de infection y en el 5% del ganado rutinariamente 
sacrificado en mataderos al superar los 30 meses de edad, se ha 
extendido a todos los paises miembros de la Union Europea. Todo 
ello tiende a la prevencion del ingreso de materiales contaminados 
a la cadena alimentaria humana. 


No existen evidencias de transmision nornial de persona a persona. 
En cuanto a las posibilidades de transmision accidental, se han redu- 
cido de modo considerable. Por ejemplo, los procedimientos actuales 
para production de hormonas logran la inactivation o remocion de 
la infectividad en el producto final, mientras la production comercial 
de duramadre para reparation quirurgica hoy implica una reduction 
sustancial de la infectividad. Si el instrumental neuroquirurgico ha 
sido empleado en un comprobado o presunto enfermo, corresponde 
su incineration. Si ese no fuera el caso, puede volver a usarse lue- 
go de un lavado previo para eliminar detritus y sangre, seguido del 
tratamiento con NaOH 1 M por una hora a temperature ambiente y 
autoclave a 132 °C por otra hora. 

La posibilidad del desarrollo de infecciones subclfnicas en indivi- 
duos heterocigoticos aparentemente sanos ha llevado a una particular 
pesquisa en donantes de sangre en el Reino Unido, ya que se ha 
comprobado la infection experimental por scrapie en ovinos a los 
que se habla administrado sangre de ovejas en el perlodo pre-clinico 
de la enfermedad. Fue durante el curso del 2004 que se identifica- 
ron los primeros casos humanos, uno cuyos smtomas aparecieron 
a los 3 anos y medio de haber recibido una transfusion de globulos 
rojos donados por un individuo que 3-5 anos despues evidencio la 
enfermedad, y el segundo que, si bien murio por una enfermedad no 
neurologica, habfa mostrado PrP Sc en bazo y ganglio linfatico, a los 
5 anos de haber recibido sangre de un donante que posteriormente 
desarrollo la variante del Creutzfeldt-Jakob. 

8. Tratamiento 

Como PrP Sc esta asociada a infectividad, la mayorla de los aborda- 
jes terapeuticos se habla dirigido sobre todo a la prevencion de su 
acumulacion, pero esta estrategia solo ha logrado resultados mo- 
destos en modelos animales. Es que el deposito de PrP Sc no seria 
neurotoxico per se ni por tanto responsable de la degeneration neu- 
ronal. Es la conversion endogena de PrP c a PrP Sc la que implica la 
agresion a la sustancia gris cerebral, ya que ratones geneticamente 
desprovistos de PrP c son resistentes a la inoculation de scrapie y no 
acumulan PrP Sc , no propagan la infectividad ni desarrollan patolo- 
gfa. Es posible que la diseminacion neuronal de los priones resulte 
de la production de intermediaries toxicos o de la depletion de 
algun constituyente clave. En consecuencia, prevenir la formation 
de esas especies seria un bianco mas adecuado para la terapeutica. 
A ese respecto, recientemente se ha logrado establecer que la in- 
munizacion pasiva con anticuerpos anti-protefna prion bloquea la 
replication periferica y la progresion de la enfermedad en ratones 
inoculados con scrapie. Mas aun, mediante la depletion neuronal 
endogena de PrP c en ratones ya en etapa de neuroinvasion, se ha 
logrado revertir los cambios espongiformes tempranos y prevenir 
la perdida de neuronas. 

Para concluir, corresponde senalar que, a semejanza de la hi- 
potesis del microbio formulada hace mas de 150 anos, la hipotesis 
del prion estara definitivamente comprobada solo cuando una enfer- 
medad prion haya sido generada en su hospedador natural a partir 
de un prion infeccioso producido in vitro. Casi se ha alcanzado 
ese objetivo mediante la amplification ciclica de un plegamiento 
proteico que reproduce la conversion PrP c — > PrPres (resistente a 
proteasas) resultando en una amplification indefinida de PrPres, la 
que comparte similares propiedades bioquimicas y estructurales con 
la PrPres derivada de cerebros enfermos; esa PrPres producida in 
vitro induce en hamsters una enfermedad identica a la provocada 
por inoculation de tejidos cerebrales infectados. Se esta entonces 
cada vez mas cerca de la validation de la excluyente hipotesis del 
prion. 
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Parte 3 


Virosis emergentes y re-emergentes 



Virus emergentes y re-emergentes 


Guadalupe Carballal 

Se define a una enfermedad infecciosa emergente como aque- En el primer caso, es posible que los patogenos nuevos ya cir- 
11a que es identificada por primera vez en una poblacion de- culasen en una comunidad determinada pero no fuera posible iden- 
terminada, o bien, que involuera a un patogeno ya conocido tificarlos porque se carecra de los ensayos diagnostics adecuados. 
que afecta a una nueva poblacion o a una nueva area geo- El extraordinario desarrollo de las tecnicas moleculares (PCRs, 


grafica. 

random primers, secuenciacion y bioinformatica) ha contribuido 

Factores 

Ejemplos 

Ecoldgicos 

Cultivos intensivos de maiz, deforestacion, destruccion 
de ambientes naturales, lo que produce disminucion de 
predadores naturales (aves de rapina, mamiferos) 

Aumento de malezas; inundaciones u otros fenomenos 
que modifican el habitat de los roedores reservorios 

Virus Junin, Machupo, hantavirus 

Calentamiento global, cambios climaticos que favorecen 
la propagation de arbovirus, mas lluvias y acumulacion de 
aguas que favorecen el desarrollo de larvas de mosquitos 

Dengue; otros arbovirus 

Migraciones de aves silvestres 

Influenza aviaria, Virus del Nilo Occidental 

Agricolas 

Cultivos intensivos; irrigation artificial de los campos que 
produce incremento en la poblacion de mosquitos 
Deforestacion 

Virus Rift Valley Fever, dengue, fiebre amarilla, Oropuche, 
etc. 

Sociales 

Hacinamiento y malas condiciones higienicas; 

Acumulacion de desechos que puedan conteneragua 
estancada; 

Influenza 

Dengue 

Aumento en poblacion de ratas; mayor contacto del 
hombre con roedores por tareas agricolas, militares, 
recreativas u otras 

Virus Seoul y otros hantavirus 

Migraciones de poblaciones rurales: guerras y conflictos 
que desplazan grandes poblaciones a campamentos de 
refugiados en condiciones de salubridad inadecuadas 
Colapso de los sistemas de salud 

Ebola, Marburg 

Almacenamiento inadecuado de agua 

Aumento de densidad de poblacion en ciudades con 
condiciones deficientes 

Dengue 

Viajes internacionales de individuos viremicos 

Chikungunya 

Ingreso del hombre a areas selvaticas por explotacion de 
recursos naturales o turismo 

Todos los arbovirus 

Sociologicos 

Promiscuidad, cambios en habitos sexuales, drogadiccion 
endovenosa 

HIV-1/2; HTLV-1/2, hepatitis B y hepatitis C 

Papilomavirus 

Tecnologia medica 

Aumento de trasplantes de organos y transfusiones 

HIV, HTLV, hepatitis B y hepatitis C, citomegalovirus, etc. 
Herpesvirus humano-6 

Terapias inmunosupresoras que pueden favorecer la 
reactivation de: 

Citomegalovirus; Epstein-Barr, virus BK, etc. 


(continua en la pdgina siguiente) 
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Empleo indiscriminado de antivirales que favorecen la 
aparicion de cepas resistentes 

Citomegalovirus; herpes; HIV 

En Europa o EE.UU. importation de primates con fines de 
investigation u otros 

Marburg 

Desconocidos 

Coronavirus asociado al SARS 

Bioterrorismo (uso probable) 

Viruela 

Factores virales 


Ruptura de la barrera entre especies 

Influenza aviaria de aves a humanos (H5N1) 

HIV: probable transmision del HIV de un primate reservorio 
al humano i? 

Factores geneticos 

Los virus a RNA presentan un alto grado de mutation 
y pueden existir mecanismos de reasociacion genetica 
(influenza pandemica A HI N1 ). 


Tabla 32.1. Factores que pueden influenciar la emergencia y/o la re-emergencia de algunos virus. 


con eficacia a la detection de numerosos nuevos virus tales como 
el metapneumovirus humano, el bocavirus, los nuevos coronavirus 
respiratorios, el virus de influenza pandemica A H1N1 de 2009, los 
virus de hepatitis C, hepatitis E, GBV-C, etc., entre muchos otros. 

Se define como enfermedad reemergente a aquella cuyo 
agente etiologico ya es conocido y reaparece en un area determi- 
nada de la que estuvo ausente o en regiones nuevas. Muchas de las 
enfermedades reemergentes son poco estudiadas, dado que ocurren 
en regiones remotas del planeta y en areas restringidas al habitat de 
sus reservorios naturales. 

Numerosos factores pueden contribuir a la emergencia o re- 
emergencia de virus en un area geografica en un momenta dado. 
Entre ellos podemos mencionar a factores ecologicos (inundacio- 
nes, sequias); cambios ambientales producidos por el hombre (agri- 
culture, deforestation, calentamiento global); cambios demografi- 
cos (migraciones de poblaciones rurales, urbanization, comercio 
intemacional y viajes, etc.); cambios de comportamiento humano 
(drogadiccion, cambio de habitos sexuales); tecnologia medica; 
colapso de los sistemas de salud en paises pobres y/o afectados por 
guerras y conflictos; y adaptation microbiana. Algunos ejemplos 
de los factores conocidos se indican en la Tabla 32.1. 

Las enfermedades virales producidas por virus emergentes o 
reemergentes se tratan en los capftulos respectivos. En este capf- 
tulo ilustraremos estos conceptos con solo dos ejemplos, si bien es 
necesario tener en cuenta que existen muchos mas. 

1. Dengue 

El dengue es una de las arbovirosis mas importantes y es endemico 
en muchos los paises tropicales y subtropic ales, en especial en el 
Sudeste Asiatico y en Africa. 

En las Americas existian los cuatro serotipos de dengue, pero esta 
enfermedad pudo ser erradicada en 1960, quedando solo algunos fo- 
cos en el Caribe y en las selvas sudamericanas. Sin embargo, el dengue 
reemergio en Jamaica en 1963, luego en Cuba y en el resto del Caribe. 

En 1981, se registro en Cuba una severe epidemia con 10 000 
casos de dengue clasico y 160 muertos por dengue hemorragico. 

En Argentina, el mosquito vector ( Aedes aegypti) que habia sido 
aparentemente erradicado, reaparecio a fines de la decada de los 80 y 
se extendio a todas las areas subtropicales y templadas de nuestro pais. 

Los primeros casos de dengue clasico se observaron en la pro- 
vincia de Salta en 1997, en el norte de nuestro pais. Posteriormente 
se detectaron brotes esporadicos asociados a epidemias en los pai- 
ses limitrofes (Paraguay y Brasil). 

En 2003-2004 se pudieron detectar los serotipos 1, 2 y 3 de vi- 
rus dengue en laprovincia de Salta. En el 2010 se detecto el seroti- 
po 4. La circulation de los cuatro serotipos en provincias del norte 
y la existencia de la mayoria de la poblacion susceptible al virus en 
el resto del pais, asi como la existencia de condiciones favorables 


para el desarrollo de las larvas de los Aedes aegypti , implica un 
gran riesgo para la emergencia de brotes epidemicos de dengue y 
tambien de dengue hemorragico en Argentina. 

En 2007 se registraron en la ciudad de Buenos Aires algunos 
casos de dengue clasico en individuos que habian viajado a Para- 
guay, asf como tambien numerosos casos en habitantes de provin- 
cias limitrofes con Paraguay y Brasil. 

El dengue constituye un claro ejemplo de virus reemergente en 
Argentina (vease el Capitulo 33 Dengue). 

2 . Influenza de origen aviario con potencial pandemico 

Las numerosas aves acuaticas de vida silvestre que habitan el pla- 
neta son uno de los reservorios naturales de los virus influenza. En |30 
ellas circulan los virus de influenza A y se han podido detectar to- 
dos los subtipos de hemaglutininas de influenza (HA) -del 1 al 16 — 
y de neuraminidasa (NA) -del 1 al 9- conocidos hasta el momenta. 

A lo largo de la evolution se ha establecido un equilibrio en- 
tre esas aves silvestres y los virus influenza, pero las aves pueden 
transmitir estos virus a numerosos mamiferos (porcinos, equinos, 
aves de corral), incluyendo el hombre. En estos nuevos hospedado- 
res esos virus pueden producir infection y/o enfermedad. 

A fines del siglo XX y comienzos del XXI se han registrado varia- 
ciones geneticas y antigenicas en estos virus influenza y un aumento 
de su patogenicidad para las aves. Esto produjo diversos brotes de in- 
fluenza A H5N 1 con gran mortalidad en las aves de corral en muchos 
paises de Asia y, ademas, se registraron centenares de casos humanos 
con elevada mortalidad (vease el Capitulo 14 Orthomyxovirus). 

Los casos humanos que se detectaron durante esos brotes se 
observaron en individuos que tenfan un contacto directo con las 
aves infectadas y, hasta el momenta la transmision interhumana de 
la cepa H5N 1 no ha sido confirmada. 

Estos casos produjeron una justificada alarma a nivel mundial 
ya que, si el genoma de las cepas altamente patogenas de influen- 
za aviaria se reasociaran con cepas de influenza humana -de alta 
transmisibilidad en humanos- o desarrollaran mutaciones que fa- 
vorecieran la capacidad de transmision interhumana, estanamos en 
presencia de la emergencia de un virus pandemico. Dado que este 
virus encontrarfa a toda la poblacion humana susceptible, la dise- 
minacion de un brote epidemico ocurriria rapidamente y produciria 
una pandemia. Sin embargo, la primer pandemia de influenza del 
siglo XXI no fue exclusivamente de origen aviario. 

La pandemia de influenza A H1N1 del 2009 se analiza en los 
capitulos 59 y 59.1. 


Los dos ejemplos mencionados demuestran los riesgos para la Sa- 
lud Publica inherentes a la emergencia (influenza aviaria en huma- 


3. Conclusion 
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nos, SARS, hantavirus productores del sindrome pulmonar, etc.) 
o a la re-emergencia (dengue en las Americas) de virus altamente 
patogenos. 

Es de enornie importancia mantener una activa vigilancia epidemio- 
logjca de estas enfeimedades vii'ales, implementar medidas de control, asf 
como el empleo de tecnicas rapidas y sensibles para su diagnostico precoz. 
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ANEXO 1 


Resumen de la actuacion sobre el dengue 
en Argentina a comienzos de 2009 


Guadalupe Carballal 


En Argentina en la ultima decada se han registrado casos au- 
toctonos de dengue, con los serotipos 1, 2 y 3 en las provin- 
cias de Salta y Jujuy y con los serotipos 1 y 3 en Formosa, 
Misiones y Corrientes. No se hay notificado atin casos de 
dengue autoctono producidos por el serotipo 4. 

En nuestro pais el comportamiento del dengue es epide- 
mico y restringido a los meses de mayores temperaturas (de 
noviembre a mayo) y en estrecha relation con la ocurrencias 
de brote en los paises limitrofes. 

El dengue avanza en forma alarmante en Argentina. Las 
provincias mas afectadas son las de Chaco, Catamarca y Salta. 

A1 1 de abril de 2009 se notificaron 5 1 64 casos confir- 
mados por estudios de laboratorio o por nexo epidemiologi- 
co. De ellos, la mayorfa correspondieron a las provincia de 
Chaco y Salta, y el resto a las de Catamarca y Jujuy. 

A1 14 de abril de 2009, se notificaron 12 544 casos 
de dengue, confirmados por estudios de laboratorio o por 
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nexo epidemiologico y 3 casos de dengue hemorragico, de 
los cuales 2 fueron casos importados y 2 casos fatales. El 
serotipo de dengue mas frecuentemente detectado fue den- 
gue 1. 

En la semana epidemiologica 28, correspondiente al 17 
de julio de 2009, segun datos de la Pan American Health 
Organization (PAHO), se notificaron en Argentina 25 989 
casos de dengue. 

A principios de agosto de 2009 se esta implementando 
un plan nacional para el control de esta enfermedad reemer- 
gente en Argentina, que incluira aspectos de diagnostico 
clinico, de confirmation de casos por ensayos virologicos, 
de vigilancia epidemiologica, asf como medidas de preven- 
tion y de education en la comunidad para la elimination del 
vector y de los reservorios de sus huevos y para la consulta 
temprana ante la aparicion de smtomas tfpicos de la enfer- 
medad. 
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Dengue 
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1. llUTRODUCCION 

Los virus dengue (DEN) son arbovirus que constituyen un grupo 
serologico dentro de la familia Flaviviridae, genero Flavivirus, in- 
tegrado por4 serotipos virales antigenicamente relacionados: DEN- 

1, DEN-2, DEN-3 y DEN-4; todos ellos pueden causar fiebre de 
dengue (FD) o dengue clasico y dengue hemorragico (DH). 

Los 4 serotipos tienen historias naturales similares, que inclu- 
yen a los humanos como huespedes vertebrados primarios y a mos- 
quitos Aedes del subgenero Stegomyia como vectores primarios. 

2 . Estructura y replicacion viral 

Son virus a RNA de polaridad positiva. Las partlculas virales son 
esfericas, de 40 a 50 nm de diametro, con una envoltura lipoproteica 
que contiene una nucleocapside icosaedrica de 30 nm de diametro. 
La envoltura del virion presenta finas proyecciones compuestas por 
protemas estructurales de la envoltura y de la membrana celular. La 
nucleocapside esta constituida por una proteina de la capside y el 
genoma RNA. (Figura 33.1) 

El RNA genomico es infeccioso, tiene aproximadamente 1 1 kb 
de extension y se compone de 10 genes que codifican para tres 
protemas estructurales y siete no estructurales. Entre las primeras 
se encuentran la proteina de la capside o proteina del core (C), una 
proteina asociada a la membrana (M), una proteina de la envoltu- 
ra (E). Las siete protemas no estructurales (NS) se designan NS1, 
NS2A, NS2B, NS3, NS4A, NS4B y NS5. 

El orden de los genes, como en los otros flavivirus, es: 5’-C- 
prM(M)-E-NSl-NS2A-NS2B-NS3-NS4A-NS4B-NS5-3’. Las pro- 
temas se sintetizan como una poliproteina de alrededor de 3 000 
aminoacidos, que es luego procesada por proteasas virales y del 
huesped. 

La glicoprotefna E es la hemaglutinina viral; induce la inmuni- 
dad protectora en el huesped y tambien determina la existencia de 
anticuerpos no neutralizantes de reaccion cruzada entre flavivirus, 
entre otras importantes funciones. Dentro de cada serotipo de virus 
Dengue se han reconocido diferentes genotipos, que representan a 


grupos de virus con una diferencia en sus nucleotidos no mayor al 
6% en la union de los genes E/NS1. Datos obtenidos fundamen- 
talmente en base a DEN-2 y DEN-3 sugieren que determinados 
genotipos poseen mayor virulencia y potencial epidemico. 

3. Epidemiologi'a 

3. 1. Origen e historia natural 

El origen de los virus dengue ha sido objeto de multiples discu- 
siones. Algunos autores pensaron originariamente en un origen 
africano, con una posterior distribucion alrededor del mundo con 
el comercio de esclavos. Mas recientemente, se ha postulado que 
estos virus se podrian haber originado en un ciclo selvatico involu- 
crando primates inferiores y mosquitos en la peninsula Malaya. Con 
independencia de su origen geografico, se considera que con mucha 
probabilidad han evolucionado como virus de mosquitos antes de 
adaptarse a primates inferiores y al hombre. Biologicamente, los 
virus dengue estan altamente adaptados a sus mosquitos vectores 
y se mantienen por transmision vertical en especies de mosquitos 
responsables de ciclos selvaticos, con amplificacion periodica en 
primates inferiores. 

Estos ciclos silvestres se han documentado en el sudoeste de 
Asia y Africa, e involucran a multiples especies de primates in- 
feriores y a tres subgeneros ( Stegomya , Finlaya y Diceromyia ) de 
especies de mosquitos del genero Aedes. En algun momenta en el 
pasado, probablemente con la deforestacion y el desarrollo de los 
asentamientos humanos, los virus se movieron de la selva hacia el 
medio rural. Las migraciones humanas y el comercio trasladaron 
los virus a los pueblos y ciudades, donde los virus son mantenidos 
en ciclos urbanos que involucran a los hombres y a los mosquitos. 

3.2. SlTUACION MONDIAL 

En la actualidad el dengue es una enfermedad epidemica o endemi- 
ca practicamente en todos los paises tropicales y subtropicales del 
mundo y constituye la arbovirosis de mayor implicancia en la Salud 
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Figura 33.1. Estructura del virus dengue. 
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Publica humana. La enfermedad ha experimentado en los ultimos 
aiios una emergencia y/o reemergencia global, con un aumento en 
la frecuencia de aparicion y en la magnitud de las epidemias, acom- 
panadas con una mayor severidad de los casos. Esta situacion se ha 
originado por multiples y complejos factores, alguno de los cuales no 
son totalmente comprendidos. El incremento poblacional, la urbani- 
zation inadecuada y no planificada, el aumento de los viajes aereos y 
las migraciones, el calentamiento global, el deterioro de los sistemas 
de Salud Publica y la carencia de estrategias eficientes para el control 
de Aedes aegypti son algunos de los determinantes del aumento de la 
incidencia de esta enfermedad. 

El promedio de los casos de fiebre de dengue (FD) o dengue 
clasico y dengue hemorragico (DH) notificados anualmente a la 
OMS ha aumentado desde 908 en el periodo 1950-1959 a 514 139 
en el periodo 1990-1999. De acuerdo a las estadisticas de la OMS, 
se estima que anualmente ocurren 500 000 casos de DFl/sindrome 
de shock por dengue (SSD) con aproximadamente un 5% de mor- 
talidad. Los casos de FD/DH/SSD representan una problematica 
importante para el Sur y el Sudeste de Asia, America Central y Sud- 
america. Durante el 2002 se notificaron 17 363 casos de DPI en 20 
paises de Latinoamerica y en 15 de ellos se constato la circulacion 
de dos o mas serotipos de virus dengue. 

3.3. SituaciOn en Argentina 

En la Argentina, se detecto la reinfestacion con el mosquito vec- 
tor Aedes aegypti en 1986 y desde entonces se ha producido su 
extension progresiva en toda la zona subtropical y templada del 
pais. Las primeras evidencias de circulacion esporadica del vi- 
rus dengue en Argentina surgieron en 1997, luego de 81 aiios sin 
notification de casos, cuando se detectan 19 casos autoctonos en 
la provincia de Salta que se asociaron a la introduction de DEN- 
2. Desde entonces se produjeron brotes limitados en el tiempo, 
inicialmente con un unico serotipo por region, seguido de cir- 
culacion simultanea de dos o tres serotipos (DEN-1, DEN-2 y/o 
DEN-3) en distintas provincias del norte del pais hasta el 2009. 
En el 2009 se produce el mayor brote de dengue registrado en 
Argentina con mas de 29 000 casos notificados en 14 provincias, 
afectando por primera vez a las provincias del area templada. En 
el 2010 se confirma por primera vez, circulacion autoctona de 
DEN-4 en un pequeno numero de casos detectados en la ciudad 
de Rosario, situacion que marca el riesgo de diseminacion de este 
serotipo, que hasta el momenta ha tenido una menor circulacion 
en las Americas (Tabla 33.1). Los brotes de dengue ocurridos en 
Argentina han estado asociados a la existencia de casos en los 
parses limftrofes, salvo el brote de dengue que afecto a la region 
del noroeste en el periodo 2003-4. La sospecha de endemicidad 
en el norte del pars constituye un cambio en la epidemiologfa de 
esta patologia en Argentina, que sigue la tendencia observada en 
toda Latinoamerica. La circulacion de los cuatro serotipos de virus 
dengue en distintas areas y la existencia de una gran cantidad de 
individuos susceptibles, presenta a nuestro pais como un escena- 
rio altamente favorable para un aumento en la aparicion de casos 
graves de dengue y epidemias en grandes centros urbanos. 

4. Cuadro CLimico 

Las manifestaciones clmicas de las infecciones por los virus dengue 
son una representation de la compleja interaction virus-huesped. 
La mayoria de las infecciones son asintomaticas o se presentan 
solamente con sintomas febriles leves e inespecificos. Los sinto- 
mas caracteristicos de la fiebre del dengue clasico (FD) incluyen 
cefaleas, dolor retroorbital y artralgias severas y se acompanan fre- 
cuentemente de una eruption leve maculopapular. La enfermedad 
se acompana de leucopenia y trombocitopenia leve y en algunas 
oportunidades de manifestaciones hemorragicas tambien leves. Los 
smtomas se resuelven dentro de la semana. Las manifestaciones 
clinicas de las infecciones severas, la fiebre hemorragica del dengue 
y sindrome de shock del dengue (FF1D/SSD) incluyen manifestacio- 


nes hemorragicas, permeabilidad vascular incrementada o sindrome 
de derrame capilar y compromiso hepatico. La FF1D/SSD ocurre 
en un pequeno porcentaje de las infecciones por virus dengue. Las 
manifestaciones hemorragicas incluyen desde una prueba de torni- 
quete positiva (la production de petequias luego de la insuflacion 
de un manguito braquial de toma de presion, lo que es un indicador 
de fragilidad capilar) hasta el sangrado espontaneo de la nariz o 
del tracto gastrointestinal. La trombocitopenia marcada es tipica. 
La fuga capilar se desarrolla rapidamente en un periodo de horas, 
caracteristicamente cerca o al final del periodo febril, cuando los 
smtomas de FD clasico se resuelven. Los hallazgos iniciales de 
hipotension o disminucion de la presion de pulso pueden progre- 
sar rapidamente al shock. Las efusiones pleurales, ascitis y edema 
retroperitoneal evidencian la perdida de volumen intravascular. Se 
considera a la hemoconcentracion como un hallazgo esencial para 
la definition de FHD. 

La nueva clasificacion del dengue que se ha generado para 
mejorar el triage de los enfermos con mayores posibilidades de 
tener complicaciones diferencia a los casos en dos grupos: dengue 
y dengue grave. Entre ambas formas se ubican a los pacientes que 
presentan signos de alarma, que incluyen: dolor abdominal intenso 
y sostenido, vomitos persistentes, derrame seroso (en peritoneo, 
pleura o pericardio) detectado por clinica, por laboratorio (hipoal- 
buminemia) o por imagenes (ecografia de abdomen o radiografia de 
torax; sangrado de mucosa, hepatomegalia > a 2 cm. y/o incremento 
brusco del hematocrito concomitante con rapida disminucion en el 
recuento de plaquetas. 

5. Patogehiia 

En la infection natural, el vims es inoculado por el mosquito vec- 
tor en el espacio subcutaneo o intradermico. La replication del 
virus ocurre inicialmente en el sitio de inoculation, en celulas 
del sistema reticulo-endotelial y/o en fibroblastos. La replication 
subsiguiente se realiza en los ganglios linfaticos regionales, des- 
de donde el virus se disemina, de manera tal que la viremia es 
habitual precediendo el inicio de los sintomas y en los 3-5 dias 
siguientes. Durante la FHD o el SSD, por lo general, no se de- 
tecta viremia y se encuentran niveles elevados de anticuerpos. 
Los mecanismos patogenicos que se han asociado a las diferentes 
manifestaciones del dengue incluyen: 


Ano 

Provincia 

Serotipos de 
virus dengue 

1997 

Salta 

DEN-2 

1998 

Salta 

DEN-2 

2001 

Misiones, Formosa 

DEN-1 

2002 

Salta 

DEN-1 

2003 

Salta 

DEN-1, DEN-2, 
DEN-3 

2004 

Salta, Jujuy, Formosa 

DEN-3 

2006 

Salta, Formosa, Misiones 

DEN-2, DEN-3 

2007 

Salta, Misiones, Corrientes, 
Formosa 

DEN-2, DEN-3 

2008 

Salta 

DEN-1 

2009 

Salta, Jujuy, Chaco, Catamarca, 
Santiago del Estero, La Rioja, 
Santa Fe, Buenos Aires, Entre 
Rios, Cordoba, Formosa, 
Tucuman, Corrientes y CABA. 

DEN-1 

2010 

Salta-Misiones-Chaco-Santiago 
del Estero-Santa Fe 

DEN-2, DEN-1, 
DEN-4 


Tabla 33.1. Distribucion temporal y geografica de la cir- 
culacion de serotipos de virus DEN en Argentina. 
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1) Efectos virales directos: 

Induccion de la produccion de citoquinas (TNFa, IL-1(3) 
por monocitos, que producen derrame capilar y shock 
Supresion de la hematopoyesis, que resultaria en trombo- 
citopenia y hemorragia 

Induccion de la production del inhibidor-activador del plas- 
minogeno, resultando en hemorragia 
Dano hepatorftico, demostrable por las transaminasas ele- 
vadas y la necrosis hepatica 

2) Respuesta del huesped a la infeccion: 

Production de citoquinas (IFN a, IF-2, TNF (3) por linfo- 
citos T especificos activados, lisis mediada por linfocitos T 
y celulas NK de monocitos infectados con induccion de la 
liberation de citoquinas, que producirian shock y derrame 
capilar 

Reactividad cruzada de los anticuerpos anti-dengue con el 
plasminogeno, que resultaria en hemorragia 
Reactividad cruzada de anticuerpos anti-NS 1 con plaquetas 
y celulas endoteliales que conducen al dano de las mismas 
y a la actividad inflamatoria 

Formation de complejos inmunes y activation del com- 
plemento, que producirian trombocitopenia, hemorragia, 
derrame capilar y shock 

La evidencia disponible indica que las formas graves de la en- 
fermedad se observan con mas frecuencia con determinadas cepas 
virales. Existen tambien considerables evidencias de que el riesgo 
de FHD se incrementa durante las infecciones secundarias. 

6. Tratamiento 


) Corpus 
Editorial 


El tratamiento del dengue sin signos de alarma es de sosten y puede 
hacerse en forma ambulatoria. Se debe valorar correctamente el 
estado de hidratacion de los pacientes. Esta indicado el tratamiento 
para el dolor y la fiebre, usualmente con paracetamol; la aspirina 
esta contraindicada por la posibilidad de exacerbar las manifesta- 
ciones hemorragicas y por el riesgo incrementado de desarrollar 
sindrome de Reye. Los pacientes deshidratados o con dificultades 
para ingerir llquidos deben ser internados para administration pa- 
renteral de liquidos. Tambien deben ser hospitalizados de inmedia- 
to los casos con presencia de cualquiera de los siguientes signos: 
lentitud o letargo, frialdad en las extremidades o cianosis; oliguria, 
pulso rapido y debil; hipotension o reduction en < 20 mniHg de la 
presion de pulso, e incremento abrupto o continuo del hematocrito 
aun ante la administration de llquidos. El adecuado reemplazo de 
volumen en la FHD es fundamental en la evolution, al igual que 
la correction de las anormalidades metabolicas y electrollticas y la 
transfusion de sangre en caso de sangrado significative. 


7. Diagnostic*) 

El diagnostico etiologico de las infecciones por virus dengue se 
realiza por tecnicas directas e indirectas. La muestra de election es 
el suero y la correcta aplicacion de las tecnicas disponibles requie- 
re que el laboratorista conozca los dlas de evolution desde que el 
paciente initio la presentation de los slntomas. 

Si la muestra se tomo con menos de 5 dias de evolution, se 
intentara demostrar la presencia de antigenos virales (detection de 
proteinas virales no estructurales), aislar el virus (aislamiento viral 
en cultivos celulares, ratones o inoculacion de mosquitos) o detectar 
el genoma viral (PCR, Nasba, Taqman, PCR en Tiempo Real, etc) 
(Figura 2). La inoculacion de mosquitos constituye el sistema mas 
sensible ya que se trata de los vectores naturales, pero su uso queda 
limitado a aquellos lugares que disponen de insectario. El uso de 
lineas celulares derivadas de mosquitos (por ej: C6/36 derivada de 
Aedes albopictus) representa el mejor sistema en base a sensibili- 
dad, conveniencia y relation costo-efectividad para el aislamiento 
de los virus dengue. En los ultimos anos se han desarrollado nu- 
merosas tecnicas moleculares que amplifican distintas regiones del 
genoma viral y que presentan la ventaja fundamental de obtener re- 
sultados en un tiempo menor, pero que de ningun modo desplazan a 
las tecnicas de la virologia clasica. Un resultado positivo de las tec- 
nicas directas confirma la infeccion por dengue, pero un resultado 
negativo no es suficiente para descartar un caso sospechoso y debe 
estudiarse una muestra de suero tomada durante la convalecencia. 

Recientemente han comenzado a estar disponibles reactivos 
comerciales que permiten detectar la proteina no estructural NS1, 
constituyendo una herramienta hasta el momento en fase de evalua- 
tion, pero con un gran potential. Se trata de una glicoprotema que 
participaria en la replication viral, que es secretada en el suero de 
personas infectadas con dengue en el perfodo agudo de la enferme- 
dad, detectandose inclusive en presencia de anticuerpos IgM, tanto 
en infecciones primarias como secundarias. Esta tecnica posee la 
limitation que no discrimina serotipo, pero permitiria el procesa- 
miento de un gran numero de muestras tempranas en laboratorios 
de menor complejidad tecnica y en un corto tiempo, agilizando la 
respuesta laboratorial, sobretodo en situaciones de brote. 

Las partlculas virales son neutralizadas a medida que comien- 
zan a aparecer los anticuerpos especificos y el diagnostico se realiza 
clasicamente mediante tecnicas serologicas en muestras que posean 
5 o mas dias de evolution. Se pueden distinguir dos patrones de 
respuesta serica a la infeccion aguda por dengue: primaria y secun- 
daria (Figura 33.2). La respuesta primaria se detecta en individuos 
que no son inmunes a los flavivirus. La respuesta secundaria se 
observa en personas que sufrieron una infeccion previa por dengue, 
otro flavivirus o inclusive por vacunacion para un flavivirus (por 
ej: fiebre amarilla o encefalitis japonesa) y se caracteriza por un 
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Figura 33.2. Niveles de viremia, anticuerpos IgM e IgG en el curso de una infeccion primaria y secundaria por dengue. 
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aumento rapido y en general, un predominio de los niveles de IgG 
sobre los de IgM. 

Hacia el quinto dla de la enfermedad, el 80% de los casos, tan- 
to primarios como secundarios tienen niveles de IgM detectables 
que perduran hasta los 60-90 dlas. Algunas evidencias recientes 
obtenidas en el pals, indicarian la posibilidad de una mayor per- 
sistencia de los anticuerpos IgM en la circulation de un porcentaje 
de los pacientes. Por lo tanto, la detection de estos anticuerpos es 
una herramienta fundamental para la vigilancia del dengue, pero 
no tiene valor confirmatorio considerando ademas, la existencia de 
cruces serologicos entre los flavivirus. La confirmation del diag- 
nostico se realiza mediante el estudio de un par serologico (perlodo 
agudo-convaleciente) por tecnicas de ELISA IgG, Inhibition de 
la Hemoaglutinacion y/o Neutralizacion en cultivos celulares. La 
demostracion de una cuadruplicacion en el tltulo de anticuerpos 
indicara la existencia de un proceso agudo. 

La tecnica de Neutralizacion es la mas especlfica y en general 
es la empleada para minimizar las reacciones heterologas que se 
presentan en las demas tecnicas serologicas. El serotipo de virus 
dengue solo puede identificarse con certeza en los aislamientos vi- 
rales mediante inmunofluorescencia con anticuerpos monoclonales 
especlficos de cada serotipo, por tecnicas moleculares o por neu- 
tralizacion en cultivos celulares en algunos pacientes con patrones 
serologicos de respuesta primaria. Los altos tltulos de anticuerpos 
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presentes en las infecciones secundarias exacerban la reactividad 
cruzada e impiden la identification del serotipo de virus dengue o 
del flavivirus causante de la infection. 

Actualmente, existe en el mercado una variedad de tecnicas co- 
merciales con diferentes formatos y principios. El empleo de estos 
reactivos requiere que se compruebe previamente que poseen sen- 
sibilidad y especificidad adecuadas, realizando controles de calidad 
en cada uno de los lotes de reactivos que se incorporan. 

8. Prevencion 

No existen aun vacunas disponibles para la prevencion del dengue, 
si bien hay varias candidatas en ensayo cllnico. Por esta razon, la 
transmision puede reducirse solo mediante medidas de control de 
los mosquitos vectores y/o evitando el contacto de los humanos 
con ellos. La mayorfa de los palses tienen programas de control, 
pero su eficiencia es aun discutible. Estos programas deben relacio- 
nar los metodos de control con una adecuada vigilancia e implican 
estrategias de comunicacion social para estimular la participation 
comunitaria en el ordenamiento del medio. 
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Virus del Nilo occidental {West Nile) 
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1. INTRODUCCION 

El virus del Nilo Occidental (en ingles West Nile [WN] virus) esta taxo- 
nomicamente ubicado dentro de la familia Flaviviridae, genero Flavi- 
virus y, en base a relaciones antigenicas determinadas por la prueba de 
neutralizacion, ha sido clasificado serologicamente dentro del complejo 
antigenico de la Encefalitis Japonesa (JE), que incluye tambien a los 
virus JE, Murray Valley, Encefalitis de San Luis y Rocio. 

2. Estructura y replicacion viral 

La partlcula viral es esferica, mide alrededor de 50 nm de diametro y 
posee una envoltura lipidica que deriva de la celula hospedadora. La 
nucleocapside contiene el RNA de simple cadena y polaridad positiva, 
de aproximadamente 1 1 000 nucleotidos. Insertas dentro de la envoltu- 
ra se encuentran la proteinas de la Envoltura (E) y de Membrana (M), 
que son responsables de importantes propiedades virales, incluyendo el 
rango de hospedadores, tropismo tisular, replicacion, ensamblaje viral 
y la estimulacion de las celulas B y T para el desarrollo de la respuesta 
inmune. El analisis filogenetico de las secuencias del genoma del virus 
procedentes de distintas localizaciones geograficas revela la existencia 
de 2 linajes geneticos diferentes: linaje 1 (comprende cepas de Europa, 
Africa, Asia, Australia y America del Norte) y linaje 2 (solo incluye ce- 
pas del Sahara africano y Madagascar). El linaje 1 ha sido dividido en 
4 agrupamientos: Kunjin, India, A y B (que incluye un aislamiento de 
India). Las cepas integrantes del grupo B, son todas virulentas para el 
raton, mientras que los demas agrupamientos comprenden cepas tanto 
virulentas como atenuadas para el raton. 

El genoma RNA, al igual que el del resto de los virus del genero 
Flavivirus, posee una pequena region no codificante en el extremo 
5’, seguida de la secuencia que codifica 3 proteinas estructurales 
(C, E y prM, precursor de la proteina M que luego es procesado por 
una proteasa celular cuando se produce la maduracion del virion) 
y 7 proteinas no estructurales (NS) en el siguiente orden: NS1- 
NS2a-NS2b-NS3-NS4a-NS4b-NS5-3\ seguida de una region no 
codificante de alrededor de 600 nucleotidos (Figura 34. 1). 

La replicacion viral ocurre en el citoplasma, en una zona con alta 
asociacion con el reticulo endosplasmatico rugoso (RER), seguido 
del ensamblaje viral en el interior del RER y liberacion de la celula 
a traves del sistema de secrecion celular. Las diferencias en la pato- 
genicidad se han relacionado a nucleotidos que codifican regiones 
especificas de la prM, E o proteinas no estructurales del virion. 

3. Epidemiologia 

El virus WN es nativo de Africa; se detecto por primera vez en 
una mujer febril de Uganda en 1937 y en los anos siguientes fue 


reconocido como causante de cuadros febriles y, esporadicamente, 
de encefalitis en Africa, Asia y Europa. Entre las decadas de 1960 y 
1970 file aislado a partir de aves, mosquitos y mamiferos en diver- 
sos palses de Europa, Africa, Medio Oriente e India. Se detectaron 
brotes epidemicos en Israel (1951, 1954 y 1957) y en Sudafrica 
(1974), pero no era considerado un problema importante para la 
salud humana y animal a pesar de estar practicamente disperso en 
todo el Viejo Mundo. En la decada de los 90, la frecuencia de brotes 
humanos y equinos aumento, sumado a un incremento en la grave- 
dad de la enfermedad humana con mayor incidencia de casos con 
afectacion neurologica, acompanados por altas tasas de mortalidad 
aviaria anterionnente no observadas. En el ano 1999 se detecto por 
primera vez el virus en el area metropolitana de Nueva York y desde 
entonces ha causado las mayores epidemias de enfermedad neurolo- 
gica en humanos y equinos y ha generado un impacto sobre la vida 
silvestre nunca antes alcanzado por otro arbovirus en los EE.UU. 

En todo el area donde este virus posee actividad, se considera 
que los mosquitos del genero Culex constituyen sus vectores pri- 
maries (Figura 34.2). Un aspecto que sin duda ha posibilitado su 
extensa diseminacion en America del Norte es el amplio rango de 
especies de mosquitos que el virus ha logrado infectar. La transmi- 
sion vertical del virus WN en los vectores ha sido comprobada y 
podrfa tener un rol en el mantenimiento viral durante el inviemo en 
las regiones de clima templado. Se han detectado garrapatas infecta- 
das por este virus, pero se cree que no cumplen un rol sustancial en 
la transmision. Sin embargo, a medida que el virus ingresa a nuevos 
ambientes, se incrementa su oportunidad para infectar nuevas espe- 
cies de artropodos que podrfan sumarse a los ciclos de transmision. 

Mas de 150 especies de aves y, como mlnimo, otras 30 es- 
pecies de vertebrados son susceptibles a la infeccion por el virus 
WN, incluyendo mascotas, animales de granja y animales silves- 
tres. El desenlace de la infeccion depende de la especie, la edad 
del animal, su estado inmune y la patogenicidad de la cepa viral. 
Ciertas aves, en especial las pertenecientes a los ordenes Passe- 
riformes, Chadriiformes y Anseriformes, son las que desarrollan 
niveles de viremia lo suficientemente elevados como para posibi- 
litar la infeccion de mosquitos. De los otros vertebrados suscepti- 
bles, solo lemures, algunas ranas y hamsters desarrollarian niveles 
suficientes de viremia como para sostener ciclos de transmision 
con artropodos. Tambien se ha comprobado la transmision directa 
por ingestion de tejidos u organos contaminados, por ingestion de 
mosquitos infectados o a traves de las secreciones o excreciones 
de las aves mas susceptibles. Otro factor que puede influenciar 
la susceptibilidad a la infeccion y la presencia de enfermedad es 
la cepa viral. Se ha propuesto que las muertes inusuales en aves 
que comenzaron a detectarse en el ano 1998 en Israel y luego en 
EE.UU. se originaron por la evolucion del virus hacia una variante 
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mas patogenica que las aisladas anteriomiente. Estudios filogene- 
ticos de cepas del virus WN obtenidas en diversas localizaciones 
geograficas de EE.UU. y Mexico sugieren que no ha habido una 
fuerte presion selectiva, pero que se esta produciendo una evolu- 
tion viral a medida que se dispersa en America. 

Desde el ingreso del virus WN en Nueva York en 1999, se 
han notificado en EE.UU. mas de 16 000 infectados, con mas 
de 7 000 casos neurologicos y mas de 600 defunciones huma- 
nas. Asimismo, se describio por primera vez la transmision a 
traves de transfusiones sanguineas y trasplante de organos, se 
documento la transmision intrauterina y se informo una posible 
transmision por lactancia. El virus se disemino hacia Canada, 
America Central y el Caribe. Se han detectado evidencias de 
transmision en Islas Caimanes, Jamaica, Republica Dominicana, 
Mexico, Guadalupe, El Salvador, Belice, Puerto Rico y Cuba. 
A medida que el virus se ha diseminado hacia el Sur, se han 
detectado muy pocos casos humanos, lo que podrfa atribuirse a 
fallas en el reconocimiento de las diferentes formas clinicas, a 
dificultades en la realization del diagnostico serologico en areas 
donde circulan otros flavivirus o al rol protector que podrian te- 
ner anticuerpos generados por exposition multiple a otros virus 
de esta familia viral. 

En el 2006, se notified por primera vez actividad del virus WN 
en nuestro pais, al aislar el virus a partir de muestras de cerebro 
de 3 equinos muertos con sintomatologla neurologica en estable- 
cimientos rurales de la provincia de Buenos Aires y Entre Rios, 
distantes entre si no mas de 200 Km. Los estudios ecoepidemio- 
logicos intentaran establecer posibles vlas de introduccion, ciclo 
de transmision, vectores, reservorios, etc. La caracterizacion de 
las cepas virales permitio clasificarlas en el Linaje 1 e indica que 
comparten caracteristicas genomicas con otras cepas virulentas 
aisladas en el rnundo y en America, asociadas a la ocurrencia de 
enfermedad humana. Posteriormente, se detectaron anticuerpos 
neutralizantes especificos para el virus WN en pajaros y equi- 
nos residentes en las provincias de Cordoba, Santa Fe Corrientes, 
Chaco y Tucuman, inclusive en muestreos correspondientes a los 
anos 2004 y 2005, dando evidencias que indicarlan la presencia 
del virus desde anos anteriores en nuestro pais. Se desconoce si se 
trata de ciclos virales establecidos o de introducciones sucesivas. 

En el periodo 2006-2010 se han confirmado por ensayos serolo- 
gicos casos humanos esporadicos que se presentaron como cuadros 
febriles inespeclficos o con afectacion neurologica en las provincias 
de Chaco, Formosa, Santa Fe, Cordoba, Entre Rios y Santiago del 
Estero. Se remarca la importancia de incluir el diagnostico etiolo- 
gico de este flavivirus en la vigilancia de las encefalitis virales en 
Argentina para determinar el impacto real del virus WN en la salud 
humana del pais. 


4. Cuadro cli'mico 

El periodo de incubation oscila entre 2 y 14 dlas. La mayoria de 
las infecciones son asintomaticas. Los sindromes no complicados 
se caracterizan por el comienzo brusco de fiebre, cefalea y mial- 
gias, generalmente acompanados de sintomas gastrointestinales. La 
enfermedad aguda dura en general menos de una semana, pero es 
frecuente una convalecencia prolongada con fatiga. Se han des- 
crito cuadros con exantema y linfoadenomegalias generalizadas; 
otros cuadros clinicos observados corresponden a las meningo- 
encefalitis. 

Los casos de meningitis son clinicamente indistinguibles de los 
de otras meningitis virales. La encefalitis por virus WN suele estar 
precedida por un periodo prodromico de pocos dias de duration en 
el que se observa fiebre, cefalea y sintomas inespeclficos. Sin em- 
bargo, el cuadro puede tambien presentarse con comienzo abrupto 
de fiebre, con signos y sintomas encefaliticos tales como cambios 
de conducta y vomitos. En un porcentaje cercano al 15%, la disfun- 
cion cerebral progresa hasta el coma. Otras anormalidades incluyen 
debilidad muscular, disminucion en los reflejos osteo-tendinosos, 
paralisis flaccida y fallo respiratorio. Son infrecuentes las convul- 
siones y los signos de foco. 

Los hallazgos del LCR incluyen pleocitosis leve, con predo- 
minio linfocitario, incremento en la concentration de proteinas y 
glucosa normal. 

En sangre periferica, puede observarse leucocitosis, aunque 
en algunos casos se encuentra leucopenia con linfopenia relativa y 
tambien anemia leve. 

5. Patogenia 

La infection de un individuo se inicia luego de la picadura de un 
mosquito infectado. Los mecanismos exactos y los sitios de repli- 
cation del virus WN luego de la picadura de un mosquito infectado 
son desconocidos, pero se postula una replicacion inicial en la piel 
y en los ganglios regionales, que produce una viremia primaria que 
disemina el virus en el sistema reticulo endotelial. La afeccion del 
SNC depende del nivel de viremia secundaria que se alcance como 
resultado de esta replicacion en el sistema reticulo endotelial. Los 
niveles de viremia estan influenciados por factores especificos del 
virus y del huesped, que determinan las manifestaciones clinicas y 
el pronostico. 

La proteina E de la envoltura del virus actua como ligando en 
el acoplamiento virus-celula y en la neuroinvasividad; asimismo, 
parece ser un factor primario en la virulencia. Se considera que los 
factores del hospedador que favorecen la action del virus en el SNC 
son aquellos que favorecen la entrada y replicacion en el endotelio 
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de la barrera hemato-encefalica. Las posibles explicaciones para la 
mayor incidencia de meningo-encefalitis en los ancianos incluyen a 
los factores que causan trastomos en el endotelio cerebral, tales como 
hipertension y enfermedades cerebro-vasculares o que pueden produ- 
cir un incremento en la magnitud y duration de la viremia, tales como 
la inmunosupresion o el inmuno-envejecimiento. Otros mecanismos 
propuestos de entrada al SNC incluyen transports axonal a traves de 
las neuronas olfatorias, diapedesis a traves de las uniones endotelia- 
les, o pasaje a traves del plexo coroideo. Los cambios patologicos en 
el SNC son el resultado directo de cuatro factores: a) replication viral 
dentro de las celulas neuronales y gliales, b) respuesta citotoxica in- 
mune contra las celulas infectadas, c) inflamacion perivascular difusa 
y d) formation de nodulos microgliales. 

Al momenta de la presentation del cuadro de meningo-encefali- 
tis, la mayorfa de los pacientes ha iniciado su respuesta inmune, de- 
tectandose habitualmente IgM en el suero y el liquido cefalo raqui- 
deo (LCR), que pueden disminuir la replicacion viral interfiriendo 
en la adsorcion del virus a la celula o previniendo la reorganization 
estructural de la glicoproteina E, que usualmente permite la fusion 
endosomal. 


de los titulos de anticuerpos que exacerban los cruces serologicos, 
impidiendo la identification indirecta del agente por las tecnicas 
serologicas. Se puede intentar el aislamiento del virus en diversas 
lineas celulares (VERO, C6/36) o la detection del genoma viral por 
tecnicas moleculares, pero son escasas las posibilidades de exito, ya 
que los niveles de viremia suelen ser muy bajos y, en general, prece- 
den la sintomatologia. Se puede detectar el genoma viral en el LCR 
del 50% de las personas que desarrollan meningo-encefalitis aguda 
por WN, por lo que un resultado negativo no descarta la infection, 
razon por la que se impone la realization de serologia. El aislamien- 
to viral puede ser positivo en materiales de autopsia, especialmente 
en muestras de cerebro y otros organos solidos y en personas con 
aumento de los titulos de virus, tal como se observa con los pacien- 
tes inmunosuprimidos. 

Los metodos diagnosticos aplicados al estudio de los animales 
enfermos son similares a los utilizados para las muestras humanas. 
La selection de la tecnica virologica a emplear depende de la espe- 
cie animal y de su estado clinico. 

7. Profilaxis 


6. Diagnostico 
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La infection humana por virus WN puede ser sospechada a partir 
de la sintomatologia clinica y la epidemiologia que presente el caso, 
pero es necesario realizar pruebas especificas de laboratorio para 
establecer la etiologia. La detection de anticuerpos IgM por la tec- 
nica de captura (MAC -ELISA IgM) suele ser el ensayo mas eficiente 
cuando se lo aplica en sueros obtenidos entre los 8 y 14 dias despues 
de iniciados los sintomas o en el LCR. Debido a que los anticuerpos 
IgM no atraviesan la barrera hemato-encefalica, su presencia refleja 
la ocurrencia de una infection reciente del SNC. Se ha detectado 
persistencia de los anticuerpos IgM por mas de 6 meses tanto en sue- 
ro como en el LCR de algunas personas infectadas por WN, por lo 
que quienes residen en areas endemicas pueden poseer anticuerpos 
IgM como respuesta a infecciones previas, que no se relacionen con 
su enfermedad actual. Los flavivirus se caracterizan por presentar 
reactividad cruzada en la mayoria de las tecnicas serologicas. La 
persistencia de los anticuerpos IgM y la reactividad cruzada dentro 
de la familia viral determinan la necesidad de obtener una segunda 
muestra de suero en el periodo de convalecencia para confirmar los 
resultados. La tecnica de Neutralization (NT) minimiza la reactivi- 
dad cruzada y es empleada para descartar falsos resultados positivos. 
El par serologico debe ser procesado por NT frente a un panel de 
flavivirus con actividad o potencial actividad dentro de la region 
geografica; por comparacion de los titulos obtenidos, se puede llegar 
a inferir -y por ende indirectamente identificar- cual fue el virus 
infectante en el caso de personas que experimentan su primera in- 
fection por el virus WN. En aquellos individuos que previamente 
han sido infectados por otro flavivirus, suele presentarse un aumento 


No hay vacunas disponibles para uso humano, si bien hay varias 
lineas de investigation. Existen vacunas para equinos, pero su efi- 
cacia no ha sido definitivamente demostrada. 

Por estas razones, la efectiva prevention de las infecciones por 
virus WN se basa en el desarrollo de programas integrados de vigi- 
lancia de arbovirus y en el control de mosquitos vectores. 

Un componente fundamental de los programas es la comuni- 
cacion social, educando a la poblacion en metodos para evitar o 
disminuir las picaduras de mosquitos como, por ejemplo, limitar 
las actividades al aire libre durante los periodos en que son mas 
frecuentes las picaduras y utilizar ropas adecuadas y repelentes. El 
DEET (N,N-diethyl-m-toluamide) y los repelentes que contienen 
pennetrina son los aconsejados. 

8. Tratamiento 

No hay un tratamiento especifico disponible. Los agentes antivirales 
que se encuentran en estudio se integran en tres categorias: a) analogos 
de la purina y pirimidina, tales como la ribavirina, b) interferon y c) 
inmunoglobulinas humanas. El tratamiento de las infecciones no com- 
plicadas es sintomatico. 

Todos los pacientes con meningo-encefalitis deben ser hospita- 
lizados para recibir tratamiento de sosten. La causa mas frecuente 
de muerte en los casos de encefalitis es la disfuncion neuronal, el 
fallo respiratorio y el edema cerebral. 
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1. IniTRODUccioiu 

Los hantavirus son virus de distribution mundial que pertenecen 
a la familia Bunyaviridae. Dentro de esta familia constituyen el 
genero Hantavirus, que presenta caracterfsticas especiales ya -que 
a diferencia de los otros cuatro generos que la integran- no tienen 
vector artropodo conocido y la casi totalidad de sus miembros son 
virus transmitidos por roedores. Recientemente se han identifica- 
do nuevos hantavirus en multiples especies de musaranas (Orden 
Soricomorpha, Familia Soricidae) en los Estados Unidos de Norte- 
america, Europa y Asia, indicando que estos pequenos mamlferos 
podrfan servir tambien corno hospedadores reservorios de hantavi- 
rus. Se requieren estudios adicionales para determinar la ecologla y 
la patogenicidad de estos nuevos miembros del genero Hantavirus. 

2 . Estructura 

Los hantavirus son virus a RNA, de cadena unica, y polaridad ne- 
gativa. Los viriones son generalmente esfericos, algo pleomorficos 
y de 110 a 120 nm de diametro; en la superficie exponen proyec- 
ciones proteicas de 5 a 10 nm, embebidas en una envoltura lipidica 
de 5 nm de ancho (Figura 35.1). El genoma viral esta constituido 
por tres segmentos, que se han denominado grande (L), mediano 
(M) y pequeno (S), o RNA virales (vRNAs). El segmento L (6,5- 
6,8 kb) -2150 amino acidos (aa)- codifica para la RNA polimerasa 
dependiente de RNA (RdRp); la proteina L actua al menos como 
replicasa, transcriptasa y endonucleasa. El segmento M (3, 7-3, 8 
kb) codifica un precursor de la glicoproteina (1132-1148 aa), que 
se procesa luego en las glicoproteinas de la envoltura viral G1 y 
G2. El segmento S (1, 8-2,1 kb) codifica para la proteina N de la nu- 
cleocapside (428-433 aa). El largo del segmento genomico S varia 
de forma significativa entre los diferentes hantavirus debido sobre 
todo a la region no codificante 3’. Los extremos 3’y 5 ’del genoma 
de los hantavirus son altamente conservados y complementarios, 
capaces de formar estructuras del tipo panhandle. Se piensa que 
estas estructuras cumplen un rol en la regulation de la transcription 
y replication viral. 


3. Replicacion 

La replicacion de los hantavirus ocurre exclusivamente en el ci- 
toplasma de la celula hospedadora. Se cree que la entrada a esta 
ocurre a traves de la union de los viriones a los receptores celulares 
y posterior endocitosis. Los componentes mlnimos de la replicacion 
viral incluyen: la RdRp, la proteina N y los moldes genomicos y 
antigenomicos. Despues de la entrada del virion al citoplasma, la 
proteina L inicia la sfntesis de los RNAv para los segmentos L, M 
y S, y de los RNA antigenomicos o complementarios, los cuales se 
acoplan con la proteina N a traves de la transcription y la replica- 
cion del genoma. Los viriones se formarlan por asociacion de las 
nucleocapsides con las glicoproteinas de la membrana del Golgi, 
seguido de brotacion en las cistemas del Golgi. Los nuevos viriones 
son transportados en las veslculas secretorias a la membrana plas- 
matica y liberados por exocitosis. Se desconoce si existen factores 
del hospedador que podrfan estar involucrados en la replicacion de 
los hantavirus. 

4. Epidemiologia 

Los hantavirus se mantienen en la naturaleza por la infection cro- 
nica de roedores que constituyen sus reservorios naturales. La in- 
fection en el humano se manifiesta como dos entidades clinicas 
principales: la fiebre hemorragica con sindrome renal (FHSR), en- 
demica en Eurasia, y el sindrome pulmonar por hantavirus (SPH) 
de distribution panamericana (Figura 35.2). 

4. 1. Hospedadores reservorios 

Los miembros del genero Hantavirus se distribuyen en Asia, Eu- 
ropa y America donde se encuentran los roedores muridos (familia 
Muridae), sus hospederos naturales. Cada hantavirus esta asociado 
primariamente con una especie de roedor hospedador. La alta con- 
cordancia observada entre las filogenias de los hospedadores reser- 
vorios y la de los hantavirus asociados sugiere una relation muy 
duradera y de evolution compartida entre ambos. Los hantavirus 



Figura 35.1. Representation esquematica de una particula de hantavirus. 
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Figura 35.2. Los hantavirus patogenos en el mundo. 


del Viejo Mundo, responsables de la FHSR, tienen sus reservorios 
en roedores de la subfamilia Murinae (virus Hantaan, Dobrava y 
Seoul) y Arvicolinae (virus Puumala), mientras que los hantavirus 
causales de SPH comparten un linaje comun del Nuevo Mundo 
y sus reservorios son miembros de la subfamilia Sigmodontinae. 

En el roedor hospedero la infection es asintomatica. Los ani- 
males infectados excretan virus en orina, saliva y heces. La trans- 
mision entre roedores es horizontal. 

4.2. iNFECCldN EN EL HOMBRE 

El principal mecanismo de transmision al hombre es por inhalation 
de las excretas aerosolizadas aunque tambien se han comunicado 
casos aislados por mordedura de roedor. La transmision interhu- 
mana solo ha sido demostrada para el virus Andes. El perfodo de 
incubation estimado para las hantavirosis es de 4 a 42 dlas (rango 
medio 9-12 dias). 

Tanto la FHSR como el SPH predominan en trabajadores rura- 
les con actividades agricolas, ganaderas o forestales que favorecen 
la exposicion a roedores o sus excretas. La mayoria de los casos 
se presenta en forma esporadica en varones jovenes y adultos. A 
diferencia de las otras hantavirosis, las infecciones por virus Seoul 
son urbanas y de distribution mundial por la condition cosmopolita 
de su reservorio, el Rattus non’egicus. 

La importancia sanitaria de la FHSR se manifiesta por la noti- 
fication de alrededor de 200 000 casos anuales con una letalidad 
que oscila entre 0,1 y 15% de acuerdo al virus, siendo Hantaan y 
Dobrava los responsables de las fonnas mas graves. 

A partir de la identification del SPH en EE. UU., el recono- 
cimiento de casos humanos en otros paises (Argentina, Bolivia, 
Brasil, Canada, Chile, Panama, Paraguay y Uruguay), asi como la 
caracterizacion de diversos hantavirus en humanos y roedores, reve- 
laron su amplia circulation en las Americas. Si bien el SPH es una 
enfermedad de baja incidencia, su impacto sanitario esta asociado 
a la caracterfstica presentation fulminante en personas previamente 
sanas y la elevada letalidad. 

4.3. SPH en Argentina 

En Argentina las primeras evidencias de circulation de hantavirus 
proceden de trabajos realizados en la decada de los 80 que demos- 
traron la presencia de anticuerpos en humanos y roedores, mientras 
que la enfermedad se identified por primera vez en la region central 
de Argentina entre casos clfnicos de Fiebre hemorragica argentina 


que no se confirmaron virologicamente. Hasta 2009 se han noti- 
ficado mas de 1300 casos distribuidos en 4 regiones endemicas: 
noroeste (provincias de Salta y Jujuy), noreste (Misiones y For- 
mosa), central (Santa Fe, Buenos Aires y Entre Rios) y surandina 
(franja occidental de las provincias de Neuquen, Rio Negro, Chubut 
y Santa Cruz). Mas del 80% de los enfermos precede de las areas 
noroeste (41%) y central (42%), mientras que los restantes (17%) 
corresponden al area surandina. En la Tab la 1 se presentan los han- 
tavirus identificados en Argentina con sus respectivos reservorios. 
Todos ellos se han asociado a enfermedad en el hombre, excepto 
los virus Pergamino y Maciel. 

En las cuatro regiones los casos predominan en ambitos rurales 
o semiurbanos y en varones con riesgo de exposicion ocupacional y 
peridomiciliaria. La transmision interhumana solo ha sido demostra- 
da para el virus Andes. Si bien este fenomeno pudo evidenciarse en 
forma indudable en un brote ocurrido en el area surandina (El Bol- 
son, Rio Negro) en 1996, es posible que ocurra en otras ocasiones y 
este asociado a las presentaciones en casos agrupados familiares que 
se observan en las areas endemicas de este virus (region surandina 
argentina y Chile). En dichas zonas tambien se ha observado mayor 
proportion de ninos que lo comunicado para las infecciones por el 
virus Sin Nombre (<8%) en los EE. UU. En la region surandina ar- 
gentina, donde la proportion de infecciones en menores de 16 anos 
alcanza el 20%, la mitad de estos ninos se presentaron como casos 
secundarios luego de la enfermedad de su padre o madre, por lo que 
es probable que la diferencia observada este asociada a los grupos 
familiares y a la transmision interhumana. 

5. CUADRO CUIUICO 

5. 7. Fiebre hemorragica con si'ndrome renal 

La enfermedad causada por el virus Hantaan es generalmente grave 
y tiene una progresion caracterfstica en cinco fases: febril, hipoten- 
siva, oligurica, diuretica y de convalecencia. El virus Seoul causa 
una FHSR similar a la descrita para el virus Hantaan, pero de menor 
gravedad y letalidad, aunque con un mayor compromiso hepatico. 
Las infecciones por virus Puumala son mucho menos graves que 
las causadas por el virus Hantaan. 

5.2. Si'ndrome pulmonar por Hantavirus 

La description original del SPH corresponde a las infecciones por 
el virus Sin Nombre, responsable de la mayoria de los casos de EE 
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UU. La enfermedad se desarrolla en cuatro fases: febril o prodro- 
mica, cardiopulmonar, diuretica y de convalecencia. 

La fase prodromica, de 3 a 5 dias de duration, se inicia con fie- 
bre y mialgias como sintomas mas frecuentes a los que pueden aso- 
ciarse cefaleas, astenia, nauseas, vomitos, dolor abdominal y diarrea. 
El examen flsico, las pruebas de laboratorio cllnico y la radiogra- 
fia de torax suelen ser nonnales. Aunque el diagnostico diferencial 
con otras enfermedades febriles virales como la influenza es dificil, 
puede ser de utilidad tener presente que algunas manifestaciones 
como rinorrea, dolor de garganta, odinofagia, otalgia, sinusitis y 
meningismo son muy infrecuentes en el SPH. Cuando se presen- 
tan smtomas gastrointestinales y dolor abdominal el diagnostico 
puede confundirse con el de apendicitis, colecistitis, pielonefritis o 
enfermedad inflamatoria pelviana. A1 final de la etapa prodromica 
se agregan tos seca y disnea como manifestaciones del edema pul- 
monar incipiente anunciando el pasaje a la fase cardiopulmonar. 
La transition a esta segunda fase suele acompanarse de descenso 
plaquetario que constituye la alteracion de laboratorio mas precoz 
y orientadora. 

La fase cardiopulmonar se caracteriza por la rapida progresion 
hacia la insuficiencia respiratoria y hemodinamica. Los pacientes 
presentan hipertermia, taquicardia, taquipnea e hipotension como 
signos mas frecuentes. La taquipnea puede observarse antes de la 
detection de rales pulmonares o de anormalidades radiologicas. La 
hipoxia progresiva refleja el compromiso respiratorio por edema 
pulmonar no cardiogenico, producto de las alteraciones de la per- 
meabilidad vascular en ese organo. El pasaje de llquido proteico 
al intersticio y alveolos pulmonares lleva a la hipovolemia, a la 
cual se suma depresion de la funcion miocardica, favoreciendo la 
hipotension y el shock. El patron hemodinamico clasico se presenta 
con bajo gasto cardiaco, alta resistencia periferica e hipotension 
grave. En la radiografia de torax es caracteristica la progresion a los 
infiltrados intersticiales o intersticio-alveolares difiisos bilaterales; 
el derrame pleural es frecuente pero resulta mas evidente en los 
estudios ecograficos. En esta fase las alteraciones de laboratorio 
son plaquetopenia, hematocrito elevado, leucocitosis con desvia- 
cion de la formula a la izquierda y presencia de inmunoblastos en 
el frotis de sangre periferica. Puede haber aumento leve o mode- 
rado de las transaminasas hepaticas con fosfatasa alcalina normal 
o levemente aumentada y bilirrubina normal. Otras alteraciones 
incluyen elevation de lacticodeshidrogenasa, hipoalbuminemia, 
hipocolesterolemia y prolongation de los tiempos de protrombina 
y de tromboplastina. De acuerdo a la evolution se distinguen una 
forma grave con requerimiento de asistencia respiratoria mecanica 
e inotropicos (generalmente dentro de las 48 horas de intemacion) 
asociada a elevada letalidad y una forma moderada con evolution 
favorable. En esta etapa, los diagnostics diferenciales mas frecuen- 
tes incluyen los de neumoma bilateral por distintos agentes, sepsis 


y cuadros de dificultad respiratoria por causas infecciosas o toxicas. 
Algunas enfermedades endemicas como peste, tularemia, fiebres 
hemorragicas virales asociadas a los arenavirus Junfn, Machupo, 
Sabia y Guanarito, al dengue y a leptospirosis deben ser considera- 
das de acuerdo a su prevalencia regional. 

La fase diuretica se asocia a la rapida resolution del fallo res- 
piratorio y hemodinamico y a la desaparicion de la fiebre. La con- 
valecencia suele prolongarse por varias semanas e incluso meses. 

6. Patogenia 

Tanto la FHSR como el SPH tienen similitudes en su patogenia. En 
las dos enfermedades, los anticuerpos estan presentes desde las etapas 
tempranas y se encuentran linfocitos T activados en sangre periferi- 
ca. En las autopsias de pacientes con fiebre hemorragica asociada al 
virus Hantaan, se han descrito anormalidades vasculares generaliza- 
das, incluyendo congestion vascular, extravasation de eritrocitos y 
edema perivascular. La trfada que se describe es hemorragia del atrio 
derecho, de la region anterior de la glandula pituitaria y de la medular 
renal. En las infecciones por el virus Sin Nombre, las manifestaciones 
histopatologicas mas consistentes se observan en el pulmon y el bazo. 
En los pulmones, el hallazgo basico es una neumonitis interstitial con 
infiltrado de celulas mononucleares, congestion y edema intersticial 
e intraalveolar. La escasa lesion histologica para explicar el desorden 
organico funcional y la muerte han sugerido la idea de que los han- 
tavirus inducen alteracion de la funcion sin muerte celular evidente. 
En el SPH, el edema pulmonar juega un rol esencial en el desenlace 
fatal de la enfermedad y el desorden del endotelio vascular parece 
ser central en la patogenesis. Se piensa que la base de estas alteracio- 
nes es fundamentalmente una consecuencia de la respuesta inmune 
a los virus. Se han descrito infiltrados linfoides en los pulmones con 
una combination de linfocitos T, en particular aquellos que expresan 
CD8, y de macro fagos. Los datos disponibles sustentan la hipotesis 
de que la inmunidad celular mediada por celulas T activadas puede 
resultar en la injuria pulmonar que se observa en el SPH. 

7. Tratamiento 

El tratamiento de los pacientes con FHSR se basa en adecuadas 
medidas de sosten, con apoyo de los cuidados intensivos en los 
casos mas graves. El uso de la ribavirina redujo significativamente 
la letalidad cuando se administro de forma temprana en el curso de 
la enfermedad. 

No existe un tratamiento especifico efectivo para las infecciones 
por hantavirus del Nuevo Mundo, por lo que las medidas terapeuti- 
cas son sobre todo de soporte. La ribavirina no resulto eficaz. Uno 
de los problemas que limitan su posibilidad terapeutica en el SPH 
es la dificultad de administrar la droga precozmente en el periodo 


Virus 

Reservorio 

Enfermedad 

Localization geografica 

Oran 

Oligoryzomys 

chacoensis 

SPH 1 

Jujuy, Salta 

Bermejo 

0. flavescens 

SPH 

Jujuy 

Laguna Negra 

Calomys callosus 

SPH 

Jujuy 

Lechiguanas 

0. flavescens 

SPH 

Buenos Aires, Santa Fe, Entre 

Rios 

Hu 39694 

0. flavescens 

SPH 

Buenos Aires 

Pergamino 

Akodon azarae 

No reconocida 

Buenos Aires, Santa Fe, Entre 

Rios 

Maciel 

Necromys benef actus 

No reconocida 

Santa Fe 

Andes 

0. longicaudatus 

SPH 

Rio Negro, Neuquen, Chubut 

Juquitiba 

0. nlgripes 

SPH 

Misiones 


Tabla 35.1. Hantavirus circulantes en Argentina. Reservorios roedores, enfermedad asociada y distribution geografica. 
1: SPH: Sindrome pulmonar por hantavirus. 
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prodromico. En ausencia de una terapia efectiva, el tratamiento del 
SPH se basa en el manejo cuidadoso de la hidratacion, el monitoreo 
hemodinamico y el soporte ventilatorio. Debe indicarse un antibio- 
tico de amplio espectro debido a los diferentes diagnosticos dife- 
renciales. Se ha sugerido el uso de corticoides sobre la hipotesis de 
que la modification de la respuesta inmune podrla ser beneficiosa. 
Su rol en el tratamiento de este smdrome no es claro y requiere una 
cuidadosa evaluation. 

8. Diagnostico etiologico 

El diagnostico etiologico de las infecciones por hantavirus se puede 
realizar a partir de muestras de sangre y de organos en los casos 
fatales, en particular de pulmon. 

El aislamiento de los hantavirus de especlmenes clmicos plantea 
grandes dificultades. Son virus dificiles de cultivar, de multiplication 
lenta y que requieren para su manipulation laboratorios de nivel 3 
de bioseguridad, razones por las que el aislamiento no es una tecnica 
utilizada con fines diagnosticos. 

La reactividad serologica cruzada entre los miembros del gene- 
ra Hantavirus es elevada. En la infection humana, los anticuerpos 
contra la proteina N y G1 aparecen durante la fase aguda de la en- 
fermedad mientras que los dirigidos contra G2 aparecen de forma 
tardia, en la convalecencia. Se han desarrollado ensayos especificos 
de diagnostico serologico utilizando antlgenos crudos y recombi- 
nantes de la proteina N expresada en Escherichia coli o mediante 
baculovirus. 

La detection de anticuerpos Ig M por enzimoinmunoensayo 
(ELISA) es el ensayo de election en el diagnostico, dado que la 
mayorfa de los casos de SPH presenta este tipo de anticuerpos en el 
periodo agudo de la enfermedad y permanecen detectables durante 
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3-6 meses. La aparicion de Ig G especifica ocurre pocos dias des- 
pues de la aparicion de Ig M, pudiendo perdurar en niveles elevados 
durante varios anos. 

La seroconversion por Ig G mediante la tecnica de ELISA se 
realiza en muestras pareadas del periodo agudo y de convalecencia 
de los enfermos. 

La utilization de la tecnica de PCR previa transcription inversa (RT- 
PCR) permite la detection de RNA viral en sangre entera, coagulo o tejidos 
obtenidos en los primeros 10 dias de la enfermedad, como asi tambien en 
tejidos de roedores infectados. Estaprueba, seguida de la secuenciacion 
nucleotidica de los fragmentos amplificados, pennite, ademas, a differentia 
de los ensayos serologicos, distinguir entre cepas virales. 

La inmunohistoqulmica es una tecnica de gran utilidad en la 
demostracion de antigeno viral en tejidos, en especial en los casos 
fatales en los que no se dispone de otro tipo de muestra. 

9. Profilaxis 

La reduction del contacto de los humanos con los roedores es la 
clave de la prevention. La disminucion del riesgo personal se basa 
en los principios de control de roedores y de la infection. La aplica- 
cion de normas de bioseguridad en el manejo de los pacientes debe 
respetarse a fin de reducir la posibilidad de transmision interhumana 
(ver capitulo de Bioseguridad). No existen vacunas para los hanta- 
virus del Nuevo Mundo. En Asia se dispone de varios candidates 
a vacunas a virus inactivados que parecen ser efectivas contra los 
virus Hantaan y Seoul, con escasos efectos adversos. 
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1. Resena historica 

A comienzos de 2003, los primeros casos de pacientes afectados 
con una neumoma atfpica severa sin causa aparente fueron repor- 
tados en Hong Kong. Sin embargo, posteriormente se conocio que, 
en noviembre de 2002, habia ocurrido un brote en la provincia 
china de Guangdong que no habia sido notificado. Rapidamente, 
reportes de casos similares se presentaron en varios pafses del su- 
deste asiatico, Europa y America, resultando Canada, China, Hong 
Kong, Singapur, Taiwan y Vietnam las areas mas afectadas. 

En marzo de 2003, este sindrome fue designado Severe acu- 
te respiratory syndrome (SARS) o Smdrome Respiratorio Agudo 
Grave, caracterizado por fiebre, tos, disnea y el desarrollo de neu- 
moma que puede progresar a compromiso pulmonar bilateral y fa- 
11a respiratoria. Se trata de una enfermedad infecciosa de muy alta 
contagiosidad y con una tasa de mortalidad global cercana al 10%. 
Apartir de ese momenta, esfuerzos globales se aunaron para detec- 
tar el agente etiologico de esta epidemia y evitar su diseminacion. 

Con ese objetivo, muestras de sangre, suero, hisopado nasofa- 
ringeo, lavado o hisopado orofaringeo, tejidos de organos de autop- 
sia y heces de pacientes, cuyo cuadro clrnico reunfa las caractensti- 
cas del SARS, fueron recolectadas y remitidas a los Centros para el 
Control y Prevencion de Enfermedades (CDC) en Atlanta, EE.UU. 

Descartadas inicialmente infecciones por otros patogenos del 
tracto respiratorio inferior en tan solo cuatro semanas, la coope- 
racion intemacional de expertos de no menos de 10 paises, per- 
mitio identificar dos virus en pacientes afectados por el SARS: un 
nuevo coronavirus (Flia. Coronaviridae) y -en algunos pacientes- 
tambien un metapneumovirus (Flia. Paramyxoviridae). Estudios 
simultaneos llevados a cabo en Europa documentaron tambien la 
presencia de dicho coronavirus en aislamientos independientes y 
no relacionados a los reportados en el CDC. La demostracion de 
anticuerpos especificos en pacientes que sobrevivlan a la enfer- 
medad (y ausentes en cientos de sueros controles), sugerla que el 
nuevo coronavirus podia ser el agente etiologico del SARS. Sub- 
siguientes estudios confirmaron la asociacion de este ultimo con la 
enfermedad, al demostrarse que el nuevo coronavirus (SARS-CoV) 
aislado de cultivos celulares inoculados con muestras de pacientes 
con SARS, producia una enfermedad respiratoria semejante en pri- 
mates, cumpliendo asf con los postulados de Koch. Este estudio 
confirmo al SARS-CoV como el agente etiologico del SARS, en 
ausencia de la coinfeccion con el metapneumovirus. 

La utilizacion combinada de ensayos habituales para el estudio 
de virus (cultivos celulares para el aislamiento, microscopia elec- 
tronica [ME]) con tincion negativa para la visualization del agente, 
y la ulterior caracterizacion genetica molecular), as! como la reac- 
tividad del suero de convalecientes del SARS frente a antfgenos 
del nuevo coronavirus, comprobaron el rol etiologico de este. A 
continuation se describen los procedimientos que permitieron la 
identification del nuevo agente en 2003. 

2 . Deteccion y caracterizacion del agente etiologico 

2. 1. Aislamiento en cultivos celulares 

Al cabo de 5 dlas de inoculadas las muestras clmicas en cultivos de 
celulas Vero E6 se observaba un efecto citopatico focal consistente en 


redondeamiento y refringencia celular, a lo que segufa dfas despues el 
desprendimiento de las celulas de la monocapa (Figura 36.1 Ay B). 

2.2. Microscopia electronica 

En los cortes ultrafinos pudieron observarse particulas redondeadas de 
100 a 150 mn de diametro, con una envoltura cuyo diametro oscilaba 
entre 80-140 mu, que exhibla complejas proyecciones (esplculas) de 
superficie (20-40 mn) rodeando su periferia, una capside helicoidal de 
estructural tubular y un centra electron-denso. Las particulas se ob- 
servaban brotando desde el citoplasma hacia el interior del retfculo 
endoplasmico rugoso, asociadas a las cistemas del retlculo endoplas- 
rnico rugoso, en vesfculas, y en grupos adheridos a la membrana plas- 
matica. Por tincion negativa se observaban particulas redondeadas que 
contenian una nucleocapside helicoidal y una envoltura con gruesas 
espfculas, caracteristicas de los Coronavirus (Figura 36.2). 

2.3. Analisis molecular 

La adscripcion morfologica del virus aislado a la familia Corona- 
viridae, sugirio la utilizacion inicial de cebadores consenso para la 


A 



Figura 36.1. A. Imagen al microscopio optico del efecto ci- 
topatico producido por el coronavirus asociado al SARS 
en celulas Vero E6 (40x). 36.1. B: Inmunofluorescencia in- 
directa demostrando la expresion de antlgenos del coro- 
navirus asociado al SARS al reaccionar con el suero de un 
paciente convaleciente de la enfermedad (400x). Reprodu- 
cido -con autorizacion- del N Engl J Med, 2003, 348: 1 953-66. 
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detection mediante RT-PCR y ulterior caracterizacion genomica 
del nuevo agente viral. La familia Coronciviridae es una familia 
diversa de virus envueltos, con genoma a RNA y de polaridad posi- 
tiva causantes de enfermedad respiratoria y enterica en humanos y 
animales. Teniendo en cuenta el analisis filogenetico, existian hasta 
entonces tres grupos de coronavirus: los grupos 1 y 2 constituidos 
por virus de mamiferos, y el grupo 3 por virus aviarios. Dentro de 
cada grupo, estos virus se clasifican en distintas especies segun el 
rango de hospederos, relaciones antigenicas, y organization geno- 
mica. El genoma de los coronavirus humanos previamente cono- 
cidos se agrupaba tanto en el grupo 1 (por ejemplo, HCoV-229E), 
como en el grupo 2 (HCoV-OC43), siendo dichos agentes respon- 
sables de aproximadamente el 30% de las enfermedades leves del 
tracto respiratorio superior. Se establecio entonces que el corona- 
virus responsable del SARS no podia ser incluido dentro de grupo 
alguno entre los existentes, constituyendose en el unico miembro 
de un cuarto grupo filogenetico. 

2.4. Estructura del genoma viral 

Actualmente, se reconoce que el genoma del SARS-CoV cons- 
ta de 29,7 kb. Su organization genomica exhibe similitudes con 
otros miembros de la familia, aunque no codifica para una herna- 
glutinina-esterasa, habitual entre otros coronavirus del grupo 2. A 
partir del analisis de genomas completes de diversos aislamientos, 
se postula que el SARS-CoV se encuentra organizado en 9 genes 
con 14 marcos abiertos de lectura (ORFs). Algunos de estos genes 
codifican para proteinas comunes a todos los coronavirus conoci- 
dos (Figura 36.3), de naturaleza no estructural (poliproteina de la 
replicasa) o estructural (de nucleocapside [N], de espiculas [S, en 
ingles, Spike], pequena de envoltura [E], o glicoproteina de mem- 
brana [M]). 

Los primeros dos tercios del genoma estan comprendidos por 
el gen de la replicasa (ORFs la y lb), que codifica para 2 polipro- 
teinas (ppla y pplab). El procesamiento proteolitico de las mis- 
mas, mediado por proteasas virales (PLP [proteasa simil-papaina] 
y 3CLpro [proteasa simil-3C]), genera proteinas no estructurales 



(por ejemplo, Proteasas [NSP1, NSP2], polimerasa [NSP9], heli- 
casa/NTPasa [NSP10]), responsables de la replication del genoma 
viral y/o de la generation de RNA mensajeros subgenomicos que 
facilitan la expresion de los restantes ORFs del genoma. Todo el 
proceso de replication viral ocurre en el citoplasma de la celula 
infectada. 

Los ORFs de las proteinas estructurales (S, E, M y N) se loca- 
lizan en la portion restante del genoma, ubicandose entre estos ge- 
nes, los ORFs de las proteinas accesorias. (Figura 36.3) El numero 
de proteinas accesorias codificadas -asi como la secuencia nucleo- 
tldica de las mismas- presenta variaciones en cada coronavirus, 
aunque existiria cierto grado de conservation entre los integrantes 
de un mismo grupo. En el caso del SARS-CoV, su genoma codifica 
para 8 proteinas accesorias (3a, 3b, 6, 7a, 7b, 8a, 8b y 9b). 

3. Patogenesis 

3. 1. Tropismo viral y receptores celulares 

SARS-CoV fue aislado no solo a partir de muestras de pulmon 
e intestino, sino tambien en higado, rinon, cerebro, glandulas su- 
doriparas, paratiroideas, pituitaria, pancreas y adrenales. Estos ha- 
llazgos sugieren que el SARS es una enfermedad sistemica con 
diseminacion extrapulmonar generalizada, dando como resultado 
la presencia del virus en secreciones respiratorias, heces, orina y 
probablemente sudor. 

A diferencia de los resultados arrojados por estudios histopa- 
tologicos realizados en muestras de tejido pulmonar, la arquitec- 
tura del intestino se encuentra levemente alterada (a pesar de la 
replication viral activa en los enterocitos). Se ha especulado que 
la ausencia de inflamacion y destruction responderia a la sobre- 
expresion de una potente citoquina inmunosupresora (TGF-|3) y a 
la respuesta antiapoptotica desencadenada desde el epitelio intesti- 
nal, respectivamente. 

SARS-CoV, al igual que el resto de los coronavirus, interactua 
con receptores celulares (a traves de las proteinas de las espiculas) 
para mediar la infection de sus celulas bianco. ACE 2 ( angiotensin 



Figura 36.2. ME del coronavirus asociado al SARS. Imageries obtenidas a partir de cultivos de celulas Vero infectadas 
con una muestra de paciente (A y B) y a partir de celulas de lavado broncoalveolar de un paciente con SARS (C y D). La 
barra representa 100 nm en los paneles A, B y D, y 1 micron en C. La imagen D muestra a mayor aumento lo que indica la 
flecha en el panel C. Reproducido -con autorizacion- del N Eng I J Med, 2003, 348:1953-66. 
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Figura 36.3. Estructura del genoma de SARS-CoV. Los 2/3 iniciales del genoma codifican para dos poliproteinas a partir 
del gen de la replicasa (rectangulos blancos). Los marcos abiertos de lectura en el tercio restante del genoma viral dan 
origen a 8 RNA mensajeros subgenomicos. Cuatro de ellos codifican las proteinas estructurales (rectangulos con rayas dia- 
gonales): proteinas de espiculas (S), de membrana (M), de envoltura (E) y nucleocapside (N). Los rectangulos coloreados 
en gris representan a los 8 marcos abiertos de lectura de las proteinas accesorias propias del SARS-CoV (3a, 3b, 6, 7a, 7b, 
8a, 8b y 9b). Adaptado de Antiviral Res 2006;72:78-88. 
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converting enzyme 2 6 enzima convertidora de la angiotensina 2) 
constituye un receptor funcional para el SARS-CoV, siendo crfti- 
cos para esta interaccion los aminoacidos 270 a 510 de la proteina 
estructural S. Despues de la union al receptor, la proteina S expe- 
rimenta un cambio conformational por asociacion de sus regio- 
nes HR (Heptad repeat Region, un dominio repetido de 7 aa.) 1 y 
HR2 permitiendo su fusion con la membrana plasmatica y, de esta 
manera, facilitando el ingreso viral preferentemente por el polo 
apical. ACE 2 esta presente en la superficie de la luz del epitelio 
traqueo-bronquial y alveolar, aunque no en celulas del sistema in- 
mune, epitelio colonico ni neuronas. Sin embargo, la infection de 
estas celulas por el SARS-CoV sugiere la existencia de receptores 
altemativos. Para actuar como receptor viral, ACE 2 requiere de 
la actividad proteolitica de la L catepsina, lo que podria justificar 
tambien la razon por la que ciertas celulas que expresan ACE 2 no 
se infectan (endoteliales, musculares). ACE 2 es una enzima que 
inhibe la actividad de ACE sobre el sistema renina-angiotensina, y 
disminuye la production de angiotensina II. ACE 2 desempena un 
rol protector sobre la injuria tisular aguda del pulmon, en contrapo- 
sition con ACE y angiotensina II. La union del SARS-CoV a ACE 
2 inhibe su expresion en superficie y, por ende, su efecto protector, 
lo que podria contribuir a la severidad de la lesion pulmonar obser- 
vada en pacientes con SARS. 

Otra via de ingreso del SARS-CoV a la celula, tambien me- 
diada por la proteina estructural S, es la endocitosis dependiente 
de pH. Mas aun, la proteina de las espiculas posee capacidad de 
union a DC-SIGN, expresada en celulas dendriticas. Sin embargo, 
SARS-CoV no pareceria infectar productivamente a esta pobla- 
cion celular. No obstante, la mera union a la membrana plasma- 
tica de las celulas dendriticas facilitaria el acceso de este nuevo 
coronavirus a aquellas celulas que expresan el receptor funcional 
ACE 2 (evento de transinfection, semejante a una sinapsis celu- 
lar). DC-SIGN puede ser expresada en neumocitos como resulta- 
do de la infection con SARS-CoV. Tambien se ha postulado que 
L-SIGN podria funcionar como molecula receptora para el virus. 
Ambas moleculas (DC-SIGN y L-SIGN) parecen ser menos efi- 
cientes que ACE 2 como receptores, y serian meros potenciadores 
de la infection de celulas permisivas. 

El deterioro organico presente en los pacientes con SARS po- 
dria ser resultado tanto de la replication viral local (efecto citopa- 
tico), de la infection y destruction de celulas del sistema inmune 
(macrofagos/monocitos y linfocitos), como de la consiguiente res- 
puesta inmune alterada desarrollada por el propio hospedero (Fi- 
gura 36.4). 


3.2. Efecto citopatico viral: rol de las proteInas virales 


Es probable que el efecto citopatico contribuya a la patogenesis 
de la infection, como lo sugiere la presencia de celulas multinu- 
cleadas gigantes en los pulmones de algunos pacientes. Tanto las 


proteinas estructurales como no estructurales han sido asociadas 
a eventos de apoptosis in vivo en celulas epiteliales, neumocitos, 
monocitos/macrofagos, linfocitos y hepatocitos. La induction de la 
expresion de TGF (II en celulas pulmonares potencia la apoptosis 
mediada por Fas. 

3.2.1. Proteinas de la replicasa. 

Ademas de cumplir funciones importantes en el mecanismo de repli- 
cation viral, se encuentran involucradas en mecanismos de serializa- 
tion celular, virulencia y modification de la expresion genica celular. 
Los roles de algunas de las proteinas no estructurales de la replicasa 
en la patogenesis del SARS se encuentran resumidos en la Tabla 36.1. 

3.2.2. Proteinas estructurales 

No solo conforman la estructura del virion, sino que tambien inter- 
vendrian en la modification del ambiente intracelular, mecanismos 
de serialization e induction de la respuesta inmune. Cabe destacar 
que un reciente estudio demostro que la proteina de la nucleocap- 
side desencadena la apoptosis en cultivos celulares a partir de la 
perdida del potential de membrana mitocondrial, la liberation de 
citocromo c al citoplasma con la subsiguiente activation de caspa- 
sa 3 y el clivaje del DNA celular. 

3.2.3 Proteinas accesorias 

Si bien no desempenan funcion alguna en el proceso de replication 
viral en cultivos celulares, se observo recientemente que su dele- 
cion limita la replication del SARS-CoV en ratones infectados, 
que presentan una infection asintomatica. Estas proteinas virales 
resultarlan importantes para la interaccion virus-hospedero y, por 
lo tanto, contribuirlan como factores de virulencia a la patogenesis 
in vivo. Hasta el momento, se han estudiado los efectos de la sobre- 
expresion de algunas de las proteinas accesorias (3a, 3b, 6 y 7a) 
sobre la homeostasis celular (Tabla 36.2), desconociendose aun la 
funcion de las restantes. 

3.3. Respuesta inmune 

La respuesta inmune participa a traves de la genesis de mecanis- 
mos indirectos de lesion mediados por anticuerpos (autoanticuer- 
pos que reaccionan contra el epitelio/endotelio pulmonar causan- 
do lesiones citotoxicas que, ademas, pueden promover vasculitis 
sistemicas por inmunocomplejos), y por linfocitos T citotoxicos 
que contribuyen al dano del tejido pulmonar. La reaction cruzada 
de anticuerpos anti-S que reaccionan contra antlgenos del epite- 
lio pulmonar y la exposition de autoantigenos celulares durante la 
injuria tisular explican los fenomenos de autoinmunidad. Aproxi- 
madamente un 50% de los monocitos y un 30% de los linfocitos 
circulantes durante la etapa aguda estan infectados, lo que contri- 
buye a la linfopenia y significativa destruction del tejido esplenico 
y ganglionar linfatico. 
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Figura 36.4. Principales mecanismos contribuyentes a la patogenesis de la infeccion por SARS-CoV. Estos eventos 
patologicos y su cascada de cambios constituyen la base de los sintomas clinicos y de los hallazgos patologicos en los dis- 
tintos estadios de la infeccion (Adaptado de Am J Pathol 2007;170:1136-1147). * Macrofagos/monocitos, linfocitos y celulas 
dendriticas. / # Intestino, rinones y cerebro. / 1 Autoanticuerpos dirigidos contra el epitelio y endotelio pulmonar. / • incluidas 
MIP-1 a, RANTES, IP-10, IL-1, IL-8, TNF-a, TGF-pi y MCP-1./ ▲ Principalmente monocitos, neutrofilos y linfocitos T activa- 
dos. / § Genotipos asociados a niveles sericos bajos o deficientes de MBL se vinculan con un aumento en la susceptibilidad 
del hospedero a la infeccion por SARS-CoV y/o un incremento en la gravedad de la enfermedad, al igual que se observa en 
quienes exhiben las moleculas HLA-B*0703 y HLA-DRB1-0301 . 


3.3.1. Respuesta inmune innata 

Como se menciono anteriormente, SARS-CoV no es capaz de in- 
fectar a los macrofagos ni a las celulas dendriticas productivamente 
en forma significativa. Solamente puede unirse a ellas, logrando 
asi su diseminacion por todo el organismo. Mas aun, este nuevo 
coronavirus disminuye la actividad fagocftica de los macrofagos, 
mientras que al mismo tiempo incrementa la habilidad de estimular 
a celulas T. A pesar de la existencia de posiciones encontradas, el 
consenso general establece que el SARS-CoV activa la liberation 
de citoquinas pro-inflamatorias (IL-1, IL-6, IL-12), lo que contri- 
buirla al desarrollo de las imagenes histopatologicas evidenciadas 
en las biopsias de tejido pulmonar provenientes de pacientes infec- 
tados. Paralelamente, se han registrado incrementos de quimioqui- 
nas (IL-8, MCP-1 e IP-10) y citoquinas secretadas tanto por linfo- 
citos Thl (IFN-y) como Th2 (IL-10). 

La union de las protelnas glicosiladas del SARS-CoV a las co- 
lectinas, como las protelnas A y D del surfactante pulmonar y la lec- 
tina de union a manosa (MBL, manose binding lectin) presentes en 
el suero, desempena un rol protector contra el desarrollo de la infec- 
cion. Sin embargo, este virus presentarfa mecanismos adicionales de 
evasion a la respuesta inmune innata, como por ejemplo la inhibition 
del sistema de defensa de los interferones tipo 1 (IFN-a y (I). 


3.3.2. Respuesta inmune adaptativa 

En respuesta a la infeccion por SARS-CoV, el sistema inmune humo- 
ral genera anticuerpos neutralizantes dirigidos principalmente contra 
dos protelnas virales muy inmunogenicas: N y S (especialmente la 
region SI). Adicionalmente, se ha reportado que estas proteinas es- 
tructurales poseen epitopes que les permiten inducir una respuesta ci- 
totoxica especifica y protectora. 

En el suero de pacientes con SARS, tambien se han detectado 
anticuerpos dirigidos contra todas las proteinas accesorias; pero 
especialmente contra la proteina 3a, sugiriendo que esta es la mas 
abundante o inmunogenica entre ellas. Si bien hasta el momento 
no se ha podido demostrar que los anticuerpos anti-3a sean capa- 
ces de inhibir la infeccion viral, se evidencio la presentation de 
dicha proteina al sistema inmune durante la infeccion, sugiriendo 
que podrla estimular respuestas inmunes protectoras en pacientes 
infectados. 

El sistema de defensa de las celulas T se encuentra severamen- 
te deplecionado en sus subpoblaciones CD4 + y CD8 + . Se descono- 
ce el mecanismo molecular subyacente, aunque se ha planteado 
que responderla a la induction de la apoptosis de los linfocitos no 
infectados probablemente mediada por la sobre-expresion de la 
proteina accesoria 7a. 
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Degrada el RNAm celular, inhibiendo de esta manera la expresion de 
genes de respuesta inmune como IFN-a. 

Incrementa la expresion de quimioquinas (CCL5, CXCL10 y CCL3) por 
una via mediada por NFk-B. 


Posee actividad de proteasa y se encuentra involucrada en 
3 mecanismos de interaccion virus-celula. 


Tambien llamada MP1 (proteina de membrana 1). Junto con las 
4 proteinas no estructurales 3 y 6 actuaria anclando los complejos de 

replicacion viral en la membrana de vesiculas citoplasmaticas. 


Se asocia con las proteinas no estructurales 15 y 16 en el 
procesamiento y modification del RNA celular y viral. 


Tabla 36.1. Efectos de las proteinas no estructurales de la replicasa del SARS-CoV sobre las funciones celulares. 


Proteina accesoria Efecto sobre las funciones celulares 


Incrementa la expresion de fibrinogeno en los neumocitos. 
Induce apoptosis por un mecanismo dependiente de 
3a caspasa 8. 

Detiene el ciclo celular en G1 por reduction de los niveles de 
ciclina D3 e inhibicion de la fosforilacion de pRB. 


Detiene el ciclo celular en la fase G0/G1 . 
Induce apoptosis. 
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Aumenta la virulencia de un coronavirus murino atenuado. 
Incrementa la sintesis de DNA. 


Induce apoptosis al inhibir la sintesis de las proteinas 
celulares e interferir con las funciones anti-apoptoticas de 
7a Bcl-X L en linfocitos T. 

Induce la fosforilacion y activacion de la p38 MAPK. 
Bloquea la progresion del ciclo celular en la fase G0/G1 . 


Tabla 36.2. Efectos de las proteinas accesorias del SARS-CoV sobre las funciones celulares. 


3.4. SUSCEPTIBILIDAD GENETICA DEL HOSPEDERO 

De acuerdo con recientes estudios, distintos haplotipos han sido 
asociados significativamente con un riesgo elevado de padecer 
SARS, como se detecto por ejemplo en individuos portadores del 
haplotipo YB de baja production de MBL, y en quienes exhiben 
HLA-B*0703 y HLA-DRB 1*0301. Individuos homocigotas para 
L-SIGN exhiben un menor riesgo de infeccion por SARS-CoV. 
Los polimorfismos del gen ACE 2 no fueron asociados con la sus- 
ceptibilidad al SARS. 

4. CUADRO CLIIUICO Y LABORATORIO 

Luego de un periodo de incubation que habitualmente es de 2 a 10 
dias (se han reportado rangos que oscilan entre 1 a 16 dias), la en- 
fermedad comienza con una fase inicial, que dura de 3 a 7 dias, con 
fiebre que tlpicamente es mayor de 38,5° C. En ese periodo puede 
haber smtomas respiratorios leves como tos y otras manifestacio- 
nes inespecificas (por ejemplo, diarrea, exantema, etc.). Luego se 
manifiestan los smtomas respiratorios clasicos: tos no productiva 
y, en algunos pacientes, dificultad respiratoria con hipoxemia Seve- 
rn. Un 10-20% de los afectados presenta insuficiencia respiratoria 
que requiere asistencia respiratoria mecanica. Algunos pacientes 
presentan enfennedad leve y/u oligosintomatica. Otros smtomas 


menos frecuentes son: cefaleas, dolores y rigidez muscular, ano- 
rexia, astenia, confusion, ademas del exantema y diarrea ya men- 
cionados. 

La mortalidad global es cercana al 10%, aunque alcanza el 
50% en mayores de 60 anos. El pronostico es favorable en los ca- 
sos pediatricos. 

La linfopenia es una caracterlstica comun del SARS. Al ini- 
cio el recuento de globulos blancos esta disminuido o es normal, 
registrandose los niveles mas bajos en la segunda semana y recu- 
perandose en la tercera. El descenso de las subpoblaciones CD4 + 
y CD8 + se asocia a un peor pronostico. Por lo tanto, la linfopenia 
refleja la severidad de la infeccion y podria ser un buen marcador 
de enfermedad activa. 

Al progresar la enfermedad, el 50% de los pacientes presen- 
ta leucopenia y trombocitopenia. Se ha reportado elevation de las 
CPK, LDH y de las transaminasas. La positividad para la proteina 
C reactiva ha sido asociada a casos fatales. 

La radiografia de torax puede ser normal, aunque lo mas fre- 
cuente es la presencia de infiltrados intersticiales; ocasionalmente 
puede haber consolidation. 

Cabe destacar que, aunque el sfndrome recibio su nombre por 
la severidad de las manifestaciones respiratorias que condujeron a 
centenares de casos fatales, existen incontrastables fundamentos 
clfnicos, bioqufmicos y diagnosticos que avalan la conclusion de 
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Figura 36.5. Analisis filogenetico basado en secuencias nucleotidicas parciales de genomas de coronavirus hu- 
manos (HcoV)-OC43 y 229E (conocidos agentes del resfrio comun), del nuevo coronavirus (SARS CoV) y de otras 
especies animales (CcoV: canine coronavirus', FIPV: feline infectious peritonitis virus', TGEV: porcine transmissible gas- 
troenteritis virus', PEDV: porcine epidemic diarrhea virus', BcoV: bovine coronavirus', HEV: porcine hemagglutinating en- 
cephalomyelitis virus', SDAV: rat sialodacryoadenitis virus', MHV: mouse hepatitis virus; TcoV: turkey coronavirus; IBV: avian 
infectious bronchitis virus). Los numeros arabigos en las ramas del arbol representan la reproducibilidad de la topologia 
del agrupamiento de secuencias nucleotidicas (maximo valor = 100). Reproducido -con autorizacion- del N Engl J Med 
2003;348:1953-66. 


que el SARS-CoV es capaz de alguna forma de replicar, disemi- 
narse y provocar una enfermedad sistemica. Este modelo de in- 
feccion es consistente con los cuadros clmicos causados por otros 
coronavirus capaces de provocar infeccion sistemica y presentar su 
principal bianco en los aparatos respiratorio, digestivo o nervioso. 

5. Epidemiologi'a 

5 . 1. Vl'AS DE TRANSMISION 

El SARS-CoV se transmite de persona a persona, a traves del con- 
tacto directo o indirecto con secreciones respiratorias, materia fe- 
cal u otros fluidos corporales, y por via respiratoria al diseminarse 
por microgotas de Fliigge y posiblemente aerosoles provenientes 
de individuos infectados. La mayor parte de los casos reportados 
ha ocurrido en contactos cercanos de casos, personal de salud y 
visitas a los pacientes. Este agente infeccioso es viable hasta 9 
dias en suspension, mientras que resiste 6 dias en desecacion. 

5 . 2 . Reservorios del virus 

Se ha postulado recientemente que los murcielagos hermdura 
constituirfan el reservorio primario del ancestro de este nuevo 
agente infeccioso, al haberse detectado especies de coronavirus 
distantemente relacionadas desde el punto de vista filogenetico al 
SARS-CoV y a los detectados en civetas ( Paguma larvata ) y perros 
mapaches. Virus muy relacionados al SARS-CoV han sido aislados 
en gatos civetas y perros mapaches de los mercados callejeros de 
la provincia de Guangdong. Posteriores estudios epidemiologicos 
y de filogenia molecular sugirieron que estos animales podrian ha- 


ber constituido un nexo -como hospederos intermediaries- en la 
transmision a humanos. 

Cabe destacar que SARS-CoV aislado en humanos posee 
la capacidad de infectar a una gran variedad de animales. Esta 
capacidad seria el resultado de un pasaje inter-especie con cam- 
bios adaptativos subsiguientes -como la habilidad de union a 
ACE 2 que le permitieron al virus ampliar su espectro de in- 
feccion. 

5.3. Epidemiologi'a molecular 

5.3.1. El coronavirus asociado al SARS y su relacion molecular 
con otros miembros de la familia Coronaviridae 

Inicialmente se demostro que el genoma del coronavirus asociado 
al SARS no podia incluirse entre los diferentes grupos ( clusters ) 
de virus correspondientes a la familia Coronaviridae. (Figura 
36.5) Esto demostraba que se trataba de un nuevo agente. Ini- 
cialmente propuesto como el prototipo de un nuevo y putativo 
genogrupo 4, fue luego reclasificado como un subgrupo dentro 
del grupo 2 (2b), tal como es considerado en la actualidad por 
el Comite Internacional de Taxonomia viral. Sin embargo, des- 
cubrimientos posteriores a dicha clasificacion reciente, han de- 
safiado la asignacion definitiva del SARS-CoV como integrante 
del grupo 2. 

5.3.2. Relaciones clmico-epidemiologicas de 
aislamientos de coronavirus asociados al SARS: 
el origen del brote de neumonia atipica 

En la Figura 36.6 se observa la ruta de transmision del virus desde 
la provincia china de Guangdong, donde un individuo (paciente A) 
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Figura 36.6. Relaciones clinico-epidemiologicas entre los aislamientos de coronavirus asociados a casos de SARS. 

Se observan las rutas de transmision para los 14 aislamientos secuenciados (rectangulos con lineas continuas). Las fle- 
chas continuas indican vias conocidas de transmision directa desde el Hotel M. Flechas discontinuas: no se dispone de 
informacion sobre relaciones directas. El paciente A es el caso indice de Hong Kong, quien viajo desde la provincia de 
Guangdong (China) y contagio a otros individuos en el Hotel M, quienes viajaban a Singapur, Canada y Vietnam, resultando 
los casos indices en estos paises. Las rutas de transmision viral desde Guangdong son desconocidas y se muestran en 
lineas discontinuas. Los rectangulos con lineas discontinuas exhiben rutas inciertas de transmision. Adaptado de Lancet 
2003;361:1779-85. 


adquirio la infection y la transmitio a otras personas en un Hotel 
(M) de Hong Kong. Otros pasajeros alojados en el mismo hotel, y 
que tenlan como destino Singapur, Canada, Hanoi (Vietnam) y la 
misma Hong Kong fueron infectados. El Dr. Carlo Urbani (medico 
perteneciente a la OMS que ofrendo su vida en la atencion de pa- 
cientes con SARS) adquirio posiblemente la infeccion al atender a 
un paciente (B) procedente del hotel M. En su homenaje, la cepa 
prototipo de SARS-CoV identificada en el CDC ha sido designada 
con su nombre. 

5.3.3. Relaciones moleculares entre cepas 
de coronavirus asociados al SARS 

Se ha podido identificar secuencias nucleotidicas especificas (hue- 
llas genomicas) que se corresponden con el origen geografico de 
los aislamientos, documentandose hasta el momento al menos 2 
genogrupos. Se observa que las secuencias nucleotidicas obteni- 
das de los aislamientos de virus a partir de pacientes de Singa- 
pur, Toronto, y del Dr. Urbani se agrupan separadamente de otros 
provenientes -por ejemplo— de Beijing, lo que sugiere la primera 
evidencia genetica de diferencias entre cepas de coronavirus aso- 
ciados al SARS. 

6. Diagnostico 

Dada la transmision aerogena del virus y la alta mortalidad aso- 
ciada a la infeccion, se recomienda que el diagnostico etiologico 
solo se realice en Centros de Referencia, en laboratorios de maxi- 
ma bioseguridad. 


6. 1. Diagnostico directo 

6.1.1. Muestras ciinicas para diagnostico 

Se ha podido aislar el agente y/o detectar su genoma a partir de 
muestras de aspirados o hisopados nasofarfngeos, de esputo, de 
sangre, de orina y de heces. En muestras de autopsia, tambien se 
pudo detectar el virus en pulmon y en rinon. 

6.1.2. Solicitud de los estudios 

Se deben pedir durante el perlodo de estado. Se ignora el momento 
en que cesa la excretion viral, aunque el primer estudio de cuanti- 
ficacion viral en aspirados nasofaringeos (n = 14) mostro una ima- 
gen en V invertida, con un pico maximo en la segunda semana de 
evolution. 

6.1.3. Estudios a realizar 

Si bien el aislamiento en cultivos celulares puede permitir la de- 
tection del agente, la posibilidad de utilizar cebadores especificos 
para una reaction de transcription inversa, acoplada a PCR (RT- 
PCR especifica), posiblemente sea de utilidad ante la necesidad de 
estudios multiples. 

En biopsias de tejido pulmonar (no utilizadas en el diagnostico 
de rutina) se han observado imagenes histopatologicas correspon- 
dientes a un dano alveolar difuso con diferentes niveles de severi- 
dad. Los cambios incluyen la formation de membranas hialinas, la 
presencia de infiltrados mononucleares intersticiales inflamatorios 
y la descamacion de neumocitos en el espacio alveolar. En algunos 
casos se han observado sincicios. 
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6.2 DlAGNdSTICO INDIRECTO 

Es posible documentar la infeccion tambien mediante la detection 
de Igs especificas (IgM, IgG e IgA) contra las protelnas estructu- 
rales N y S en pruebas de inmunofluorescencia indirecta (sobre 
celulas Vero E6 infectadas con el SARS-CoV e irradiadas; Figura 
36. IB) ode ELISA. 

A1 igual que lo que ocurre en toda infeccion viral aguda, el per- 
fil de anticuerpos contra el SARS-CoV presenta un patron trpico de 
production de IgM e IgG. Estos anticuerpos especrficos comien- 
zan a ser detectados a la semana de la aparicion de los slntomas. 
Mientras que las IgM persisten en el suero hasta la semana 13, las 
IgG son detectables por un periodo mas prolongado sugiriendo que 
estas ultimas representan la respuesta inmune humoral protectora 
contra el SARS-CoV. Se puede detectar la conversion serologica 
para el SARS-CoV con el devenir de la infeccion (en promedio, 
aproximadamente a los 20 dias). 

7. Profilaxis 

7. 1. Medidas generales de prevencion 

Un estudio de caso-control file realizado en 5 hospitales de Hong 
Kong con 241 miembros del staff no infectado y con 13 infectados; 
todos ellos tuvieron una exposition documentada all pacientes in- 
dice con SARS. Todos los participantes fueron monitoreados acer- 
ca del uso de barbijos de alta eficiencia (N95), protection ocular, 
guantes, camisolm y lavado frecuente y adecuado de manos. Los 
69 miembros del staff que reportaron la observancia de todas las 
medidas no se infectaron, mientras que todo el personal infectado 
reporto la omision de al menos una medida. 

Este estudio demostro la importancia de la puesta en practica 
de medidas de precaution para evitar las microgotas y el contacto, 
en la prevencion de la infeccion luego de la exposition a pacientes 
con SARS. 

Los pacientes internados con sospecha de SARS deben perma- 
necer en una habitation privada con puerta cerrada, que disponga 
de presion negativa con respecto a las areas circundantes y aire fil- 
trado con filtros HEPA. Las salidas de dicho paciente fuera del area 
deben ser limitadas y, si lo hace, debe colocarsele barbijo. 

Durante todo este tiernpo se deben respetar las recomendacio- 
nes antes descritas, a fin de minimizar las posibilidades de transmi- 
sion de la enfermedad. 

7.2. Profilaxis activa 

Antes de la epidemia del SARS, la naturaleza leve de la enfermedad 
respiratoria producto de la infeccion por los coronavirus humanos 
hasta ese momenta descritas, condujo a que el desarrollo de vacunas 
contra los mismos no constituyese un objetivo de peso para las lineas 
intemacionales de investigation. 

Actualmente, dos tipos de vacunas se encuentran en distintas 
fases de experimentation: una inactivada y otra a DNA. Ninguna 
vacuna ha sido aun aprobada para ser aplicada a humanos. 

• Vacunas a virus inactivado: Si bien las vacunas a virus vi- 
vos atenuados poseen un alto numero de antlgenos virales y repre- 
sentan para el sistema inmune del paciente un desafro antigenico 
que persiste por dras o incluso semanas, en el caso del SARS-CoV, 
constituyen un riesgo para el vacunado. En cambio, las vacunas a 
virus inactivado, a pesar de desencadenar una respuesta indepen- 
diente de las celulas T y con restricciones del complejo mayor de 
histocompatibilidad, representan por el momenta una estrategia 
altemativa. En China, desde septiembre de 2004 se esta llevando a 
cabo la fase I de ensayos cllnicos de una vacuna a virus inactivado 
por calentamiento, desarrollada contra el SARS-CoV. Hasta el mo- 
menta, ha resultado ser inofensiva y efectiva al lograr, sin eviden- 
ciarse efecto adverso alguno, la conversion serologica del 91,6 y 
100% de los voluntaries que respectivamente recibieron dosis altas 
y bajas de dicha vacuna. 


• Vacunas a DNA: Se dividen, a su vez, en aquellas basa- 
das en la codification de las protelnas estructurales S y N. En 
el caso de las primeras, lograrlan inducir no solo una respuesta 
especlfica de linfocitos T citotoxicos sino tambien la produc- 
tion de anticuerpos neutralizantes. Actualmente, se han desa- 
rrollado numerosas vacunas recombinantes que contienen dis- 
tintos epitopes de la protelna S y que han logrado promisorios 
resultados tanto en ensayos con animales como en voluntarios 
humanos. Se ha demostrado tambien la existencia de una res- 
puesta protectora, probablemente de naturaleza T citotoxica, 
inducida por antlgenos virales de localization no superficial, 
como lo es la proteina de la nucleocapside. Es interesante que, 
si dicha protelna se encuentra fusionada con calretinina, la in- 
duction de linfocitos T citotoxicos por parte de la vacuna se 
incrementa significativamente. La calretinina podrla facilitar 
la presentation de los peptidos antigenicos de N al sistema 
inmune. 

En conclusion, una vacuna efectiva contra SARS-CoV sera 
aquella que induzca una importante respuesta combinada de anti- 
cuerpos neutralizantes, as! como de linfocitos T protectora, dura- 
dera y de amplio espectro. 

7.3. Profilaxis pasiva (post-exposiciOn) 

Se ha reportado que la administration profilactica de anticuer- 
pos monoclonales humanos neutralizantes ha logrado disminuir 
la replication del SARS-CoV en los pulmones de los hurones 
infectados experimentalmente, previniendo el desarrollo de dano 
pulmonar macroscopico e inhibiendo la elimination de partlculas 
virales a traves de las secreciones respiratorias. Esto sugiere que 
podrla ser efectivo en el control de la infeccion humana por este 
virus. 

8. Tratamiento 

No existe hasta el momenta tratamiento especifico; no obstante, se 
han utilizado diversas combinaciones de antibioticos, antivirales 
y antinflamatorios potencialmente utiles, aunque no se dispone de 
estudios controlados que permitan establecer una recomendacion 
definitiva. 

Las recomendaciones actuales incluyen: 

• Antibioticos de amplio espectro: levofloxacina, o ceftriaxona mas 

azitromicina o claritromicina, segun normas para el tratamien- 
to de la neumopatla adquirida en la comunidad. 

• Antivirales: ribavirina (analogo de ribonucleotido con amplio espec- 

tro antiviral sobre ciertos virus a RNA -entre otros, el sincicial 
respiratorio, metapneumovirus, coronavirus y virus de la hepatitis 
C- en los que induce mutagenesis letal en sus genomas), e inhi- 
bidor de neuraminidasa (utilizado para el tratamiento de los virus 
Influenza Ay B). 

• Tratamiento de la insuficiencia respiratoria: con el objetivo de 

mejorar la oxigenacion. Esta estrategia de protection pulmonar 
ha disminuido la mortalidad, probablemente, por evitar el fallo 
multiorganico. 

• Glucocorticoides: su administration debe ser considerada en los 

casos severos con compromiso bilateral y/o hipoxia severa. 
La evidencia de su utilidad es circunstancial y no se dispone 
de estudios controlados que establezcan concluyentemente su 
utilidad. 

• Medidas de aislamiento del paciente. 

• Drogas en experimentation: como la glicirrizina -sustancia de- 

rivada del regaliz; utilizada en el tratamiento de infecciones 
por HIV y HCV- que detuvo la replication del SARS-CoV 
in vitro e inhibio su adsorcion y penetration; la pentoxifilina 
debido a sus propiedades anti-inflamatorias, antivirales, in- 
munomoduladoras y broncodilatadoras, su bajo costo y re- 
ducida toxicidad; el interferon (3 recombinante que resulto 
ser un potente inhibidor de la replication viral en cultivos 
celulares; entre otras. 
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9. Desafios futuros 

Entre noviembre de 2002 y julio de 2003, SARS-CoV fue respon- 
sable de infectar a mas de 8 500 personas y provocar la muerte 
de mas de 800 en 26 palses situados en los cinco continentes. 
Sumada a la severidad de la enfermedad asociada a esta infection 
viral, la emergenciay rapida diseminacion global del SARS-CoV 
provoco profundos trastornos sociales y economicos. La epide- 
mia del SARS-CoV represento la respuesta de salud publica mas 
extensa y rnejor coordinada montada contra un patogeno huma- 
no. Es probable que esta intervention, junto con restricciones 
impuestas en la diseminacion del virus, fueran responsables del 
control y elimination de transmision detectable entre humanos. 

Desde el ultimo caso de SARS-CoV reportado en julio de 2003, 
ha habido un progreso considerable en muchas areas de la investiga- 


tion (epidemiologfa, patogenesis, replication, genetica y respuesta 
inmune anti-viral) que se tradujeron en avances en el desarrollo de 
vacunas efectivas. Sin embargo, la rapida emergencia y la aun mas 
veloz elimination de la epidemia, dejo una pregunta sin respuesta: 
^ocurrira, en los aflos proximos, una re-emergencia del SARS?. 

Ademdum 

Mientras este capitulo se encontraba en prensa, un nuevo coronavi- 
rus humano (ElCoV-EMC/2012) fue caracterizado en 2012 a partir 
de un caso fatal en un individuo que padecio neumoma y compro- 
mise renal. Este virus emergente parece estar filogeneticamente re- 
lacionado a un coronavirus de murcielagos, habiendose propuesto 
como un nuevo miembro del genero Betacoronavirus (mBio. 2012 
Nov-Dec; 3(6): e00473-12). 
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1. INTRODUCCION 

En el ano 1963, R. Parrot y colaboradores reportaron los resultados 
del primer estudio realizado en gran escala sobre infecciones vira- 
les del tracto respiratorio (IVTR) en ninos. A partir de entonces se 
han sucedido una serie de avances significativos en el diagnostico 
y tratamiento de las infecciones virales en ninos. Otro cambio im- 
portante en las IVTR file la aparicion en el ano 2009 de un nuevo 
virus de influenza A H1N1 que adquirio caracterfsticas pandemi- 
cas, afectando en forma importante a la poblacion pediatrica. Estas 
infecciones producen alta morbilidad y mortalidad. Se estima que 
entre 4 y 5 millones de ninos mueren todos los anos por infeccio- 
nes respiratorias agudas en paises en vias de desarrollo. De estas 
infecciones, entre el 30 y el 48% son causadas por virus respirato- 
rios. Solamente las infecciones causadas por el virus sincicial res- 
piratorio (RSV) producen una erogacion anual de 300 millones de 
dolares en EE.UU. 

La tasa de hospitalization de los ninos afectados por IVTR va- 
rfa de acuerdo al virus involucrado. En el caso del RSV es de 12,9, 
3 y 0,4 por cada 1 .000 ninos por ano en ninos menores de un ano, 
de 1 a 2 anos y de 2 a 5 anos, respectivamente. Esta cifra disminuye 
a 3,2, 0,5 y 0,4 para el caso del virus parainfluenza y a 1,7 , 0,5 y 
0,2 para el virus influenza, respectivamente. 

La tasa global de hospitalization en ninos menores de 1 ano de 
edad con infection por influenza A H INI de origen pandemico es 
de 11,9 por 100.000, siendo mayor en los menores de 2 meses de 
edad (36/100.000). En la Argentina, durante el ano 2009 se confir- 
maron por estudios virologicos 11.931 casos de gripe A (H1N1), 
pero se estima que las enfermedades tipo influenza superaron las 
1.400.000. Mas de 14.000 personas debieron ser hospitalizadas por 
infecciones respiratorias agudas graves y se reportaron 626 falleci- 
dos confirmados por gripe A (H1N1). 

2 . Epidemiologi'a 

La incidencia de IVTR es mas alta en los ninos menores de 1 ano 
de vida. El pico de incidencia es entre 30 y 35 infecciones por cada 
100 ninos por ano. Gradualmente va decreciendo, hasta llegar a 5 


infecciones por cada 100 ninos por ano entre los 9 y 10 anos de 
edad. El modo de transmision es preferentemente de contacto (a 
traves de las manos) en las infecciones producidas por RSV y para- 
influenza, mientras que es por via aerea en influenza y adenovirus. 

Diversas condiciones morbidas aumentan el riesgo de presen- 
tar complicaciones o de rnorir en los ninos que las padecen. Las 
mas importantes son: inmunodeficiencias primarias y secundarias, 
cardiopatias congenitas, enfermedad cronica del pulmon (asma, 
fibrosis quistica, displasia broncopulmonar), hemoglobinopatias, 
diabetes mellitus, enfermedad renal cronica, enfermedades meta- 
bolicas y tratamiento prolongado con aspirina. 

3. Agentes Etiologicos 

Las infecciones respiratorias bajas son causadas fundamental- 
mente por virus y bacterias. Dentro de estas ultimas se destacan 
Streptococcus pneumoniae y Haemophilus influenzae b. En los 
ninos mayores participan, ademas, Mycoplasma pneumoniae y 
Chlamydia pneumoniae, entre otros. 

Una gran variedad de virus pueden producir infecciones respi- 
ratorias en los ninos. Los mas frecuentes son RSV, parainfluenza, 
influenza y adenovirus. En la Tabla 37.1 pueden observarse los 
agentes etiologicos y la frecuencia estimada de infection de cada 
uno de ellos. En la Argentina, diversos estudios epidemiologicos 
realizados en ninos dan cuenta de una prevalencia mayor de RSV, 
en segundo lugar, influenza y en tercer termino adenovirus. 

En los comienzos del siglo XXI se han identificado nuevos vi- 
rus respiratorios en ninos pequenos, particularmente en aquellos 
con cuadros de obstruction bronquial (metapneumovirus, rinovi- 
rus, bocavirus humano, etc.). En al ano 2009 se detecto la aparicion 
de un nuevo virus de influenza A que reasocio segmentos geneticos 
virales de diverso origen (humano, aviar, porcino) y que adqui- 
rio caracterfsticas pandemicas. Se trata de un virus de influenza 
A H1N1 que afecto en fonna importante a la poblacion mundial, 
particularmente la pediatrica. 

Para consultar las caracterfsticas virologicas y el diagnostico 
de cada uno de los virus, se sugiere revisar los capftulos corres- 
pondientes, y los capltulos 58 y 59, donde se describen los nuevos 


Agente 

Paciente ambulatorio 

Paciente internado 

RSV 

14-44 

32-63 

Parainfluenza 1 

7-8 

5-12 

Parainfluenza 2 

4 

2-12 

Parainfluenza 3 

6-19 

1-23 

Influenza A 

< 1-10 

1-13 

Influenza B 

3-9 

0-8 

Adenovirus 

7-35 

5-25 

Rinovirus 

3-6 

0-25 


Tabla 37.1. Etiologia de las infecciones respiratorias en ninos pequenos de la comunidad y en hospitalizados. Valo- 
res expresados en porcentajes. Adaptado de Henrickson KJ. Adv Pediatr Infect Dis 1994; 9:62. 
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Virus 

Cuadro prevalente 

RSV 

Parainfluenza 

Influenza 

Influenza pandemica 

Adenovirus 

Metapneumovirus 

Rinovirus 

IRAalta, laringotraqueobronquitis, bronquiolitis, neumonia 

IRAalta, laringotraqueobronquitis, neumonia 

IRAalta, laringotraqueobronquitis, neumonia 

IRAalta, neumonia, bronquiolitis 

IRAalta, laringitis, laringotraqueobronquitis, neumonia 

IRAalta, bronquiolitis 

IRAalta, bronquiolitis, neumonia 


Tabla 37.2. Relacion entre los cuadros clinicos y los virus clasicos en IVTR en ninos. Las caracteristicas, diagnostico 
y epidemiologia de estos virus se mencionan en los capitulos correspondientes. Los virus respiratorios emergentes (bocavi- 
rus, coronavirus, etc.) y el impacto actual de los rinovirus mediante el diagnostico molecular se analizan en el Capitulo 58. 


virus respiratorios y el virus de influenza pandemica A (H 1 N 1 ) del 
2009, respectivamente. 

4. Si'ndromes clinicos 

Las IVTR en ninos pueden manifestarse de diversa manera. Estos 
slndromes pueden ser causados por cualquiera de los virus respi- 
ratorios, pero en algunos casos existe relacion especifica con cada 
uno de los virus respiratorios. En los ninos que se infectan en los 
hospitales se puede observar un predominio de neumonia (29 a 
38%) y de laringotraqueobronquitis (25 a 30%), mientras que los 
pacientes ambulatorios presentan un mayor porcentaje de traque- 
obronquitis (34%) y de bronquiolitis (29%). Los ninos con infec- 
tion por influenza A H1N1 pueden desarrollar un cuadro leve con 
tos, fiebre (no todos los ninos la presentan), dolor de garganta, rino- 
rrea, cefaleas, dolor muscular, escalofrios, diarreas (mas frecuen- 
te en ninos que en adultos) y vomitos. Las complicaciones mas 
graves son: neumonia, encefalopatfa y la sobreinfeccion bacteriana 
(ej. Streptococcus pneumoniae). En la Tabla 37.2 puede observarse 
la relacion existente entre los diferentes cuadros clinicos y los virus 
respiratorios involucrados en la genesis de la infeccion. 

5. Tratamiento 

No se disponen de tratamientos efectivos y de baja toxicidad para 
las infecciones por RSV. La ribavirina fue licenciada en EE.UU. 
para el tratamiento de las infecciones graves, pero los estudios que 
han valorado su eficacia han sido desalentadores. Este hecho, su- 
mado a la toxicidad de la droga para el paciente y para el personal 
que la manipula hace que no se la indique habitualmente. En cam- 
bio, los pacientes inmunocomprometidos tienen indication de ser 
tratados en forma inhalatoria con ribavirina en forma precoz. 

Para el tratamiento de las infecciones causadas por influenza 
se dispone de dos grupos de antivirales de eficacia comprobada. 
El primer grupo esta constiuido por la amantadina y la riman- 
tadina. Estas drogas se pueden utilizar para el tratamiento y la 
prevention de la infeccion. En el segundo grupo se incluyen los 


nuevos antivirales que pertenecen al grupo de los inhibidores de 
la neuraminidasa y esta constituido por el oseltamivir y el zana- 
mivir. En la Tabla 37.3 pueden observarse las indicaciones para 
la administration de estas drogas. 

La experiencia reportada para el tratamiento de las infecciones 
por virus parainfluenza es escasa y se limita a la administration de 
antivirales (cidofovir) en ninos inmunocomprometidos, con resul- 
tados dispares. 

Para el tratamiento de las infecciones causadas por influenza 
A (H1N1) se recomienda utilizar oseltamivir a una dosis de 2-3 
mg/kg/dia, VO cada 24 horas durante 5 dias. En los ninos mayores 
de 7 anos podra indicarse zanamivir 10 mg (2 inhalaciones) por dia 
durante 5 dias. 


Algunas IVTR pueden prevenirse mediante la administration de in- 
munoglobulinas y de vacunas. En el caso de la infeccion por RSV, no 
se encuentran disponibles vacunas eficaces para su prevention. Los 
ensayos clinicos con vacunas hasta el momenta han arrojado resulta- 
dos desalentadores. El uso de inmunoglobulinas policlonales endo- 
venosas contra RSV es una option costosa y de diflcil administra- 
tion. En el ano 1998, la Food and Drug Administration de EE.UU., 
autorizo el uso de anticuerpos monoclonales (Palivizumab) para la 
prevention de la infeccion por RSV en ninos pequenos (menores 
de 2 anos) con antecedentes de prematurez (edad gestacional menor 
a 32 semanas) o que tuvieran alguna enfermedad que condicionase 
mayor gravedad ante la infeccion por el RSV (por ejemplo: displa- 
sia broncopulmonar). Se debe administrar en cinco dosis durante los 
meses de inviemo. Su costo estimado es de 5.000 do lares por trata- 
miento. Produce una disminucion en la tasa de hospitalization de los 
ninos afectados. 

Las vacunas contra la gripe son un arma de suma importancia 
para prevenir la infeccion por el virus influenza. Se disponen de 
dos vacunas para la prevention de la gripe estacional: 1) vacuna 
trivalente inactivada (de uso parenteral); y 2) vacuna trivalente 
atenuada (de uso intransal). En Argentina, solo se dispone de la 


6. Prevencion 



Amantadina* 

Rimantadina 1 * 

Zanamivir 

Oseltamivir 

Actividad 

Influenza A 

Influenza A 

Inflluenza Ay B 

Influenza Ay B 

Via de administracion 

Oral 

Oral 

Inhalatoria 

Oral 

Indicacion de tratamiento 

> 1 ano 

> 13 anos 

> 7 anos 

> 1 ano 

Indicacion de profilaxis 

> 1 ano 

> 1 ano 

En tramitacion 

1 ahoy >3 anos 

Efectos adversos 

SNC, Gl 

Gl 

Broncoespasmo 

Gl 


Tabla 37.3. Antivirales para el tratamiento de la influenza e indicaciones. SNC: sistema nervioso central, Gl: gastroin- 
testinal (nauseas, vomitos, diarrea, colico) * El CDC (EE.UU.) no autoriza su uso para tratamiento o profilaxis sin antes 
testear la sensibilidad de las cepas, debido al aumento significativo de la resistencia a estos antivirales registrado reciente- 
mente. '* No disponible en Argentina. 
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primera, la que esta indicada en ninos a partir de los 6 meses de 
edad que presenten alguna condition de riesgo (enfermos pulmo- 
nares -p. ej. asmaticos-); cardlacos, hepaticos y renales cronicos; 
pacientes con enfermedades neuromusculares; metabolopatias 
cronicas (incluyendo diabetes mellitus); uso prolongado de aspi- 
rina en pacientes menores de 18 anos; hospederos inmunocompro- 
metidos; hemoglobinopatias; intemados en instituciones cerradas 
y contacto con pacientes de riesgo. El CDC de EE.UU. extiende la 
indication para todos los ninos sanos entre 6 meses y 18 anos de 
edad. Se administra en los meses de otono y debe repetirse todos 
los anos. Su eficacia es mayor al 75% para evitar las complica- 
ciones asociadas. 

La vacuna para prevenir la gripe pandemica se dispone en tres 
formas: 1) monovalente (solo contiene el virus H1N1), 2) triva- 
lente (contiene el virus H1N1, influenza B y un virus H3N2) y 3) 


vacuna atenuada de uso intransal (no disponible en nuestro medio). 
De acuerdo a las normativas del Ministerio de Salud de la Nation 
Argentina, estas vacunas estan recomendadas para su uso en ninos 
entre 6 meses y 5 anos con o sin factores de riesgo asociados y 
pacientes mayores de 5 anos con alguna enfermedad de riesgo de 
las mencionadas previamente. 

A los ninos a quienes no se les ha administrado la vacuna se les 
recomienda recibir profilaxis antiviral durante la epoca epidemica. 
El antiviral a elegir dependera de la cepa viral circulante en ese 
momenta. 

lUOTA 

Este capltulo se finalizo en el 2009. Los editores lamentan el fa- 
llecimiento del Dr H. Paganini ocurrido el 23 de octubre de 2010. 
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1. IniTRODUCCION 

Las infecciones respiratorias son las infecciones mas comunes en 
el ser humano; se estima que se producen diariamente en el mundo 
94.000.000 de infecciones agudas con cerca de 4 millones de muer- 
tes ( OMS , 2002), siendo la mayoria de origen viral. Asimismo, las 
neumonias de origen viral, si bien no se conoce con exactitud su 
incidencia, se estima que son responsables de aproximadamente el 
8% de las infecciones respiratorias bajas de la comunidad solas o 
combinados con agentes bacterianos. 

En la actualidad los avances en el diagnostico virologico han per- 
mitido establecer en fonna mas frecuente a los virus como agentes 
causales de infection respiratoria y, al mismo tiempo, descubrir nuevos 
agentes responsables de infecciones. En este sentido, en los ultimos 
anos se ha podido reconocer al metapneumovirus humano, a los coro- 
navirus responsables del sindrome respiratorio agudo grave (SARS) al 
vims de influenza H5N1 como etiologia de gripe aviaria y potencial 
responsable de una futura pandemia y, recientemente, al vims de in- 
fluenza A H IN 1 , responsable de la primer pandemia del siglo XXI. 

Por otro lado, el incremento de la poblacion susceptible a infec- 
ciones de todo tipo, incluyendo las virales, es un fenomeno que se 
presenta en aumento debido a que actualmente el numero de personas 
que recibe terapia inmunosupresora o que presenta enfermedades que 
disminuyen la inmunidad y tienen una sobrevida mas prolongada que 
la observada en el pasado. 

Todas estas razones hacen que sea necesario considerar a los 
virus como agentes causales de infecciones del tracto respiratorio 
superior e inferior y perfeccionar los ensayos diagnosticos para po- 
der reconocer etiologia viral en aquellos casos donde no se pueda 
establecer diagnostico etiologico. 

2. Resfrio comum o riiuitis acuda 

2. 1 Presentacion cunica 

Los pacientes con resfrio comun presentan varios de estos signos 
y slntomas: 

• Congestion nasal con secreciones mucosas que pueden tomarse 
purulentas 

• Estomudos 

• Disminucion del gusto y olfato 

• Ardor leve en los ojos 

• Pesadez en los oidos y senos paranasales 

• Disfonia 

• Voz nasal 

• Mialgias 

• Astenia 

• Cefalea leve 

• Febricula (mas comun en ninos) 

2.2 Epidemiologi'a y agentes etiologicos 

Tanto los adultos como los ninos pueden padecer entre 3 a 8 episo- 
dios anuales. Su etiologia es viral (Tabla 38.1) y su epidemiologla 
es independiente de la region geografica, ya que es una entidad 
endemica durante todo el ano. Se observa una incidencia mayor en 
los meses en los cuales por razones climaticas aumenta la conviven- 


cia en ambientes cerrados (desde fines del otono a principios de la 
primavera), particularmente entre los ninos quienes constituyen un 
reservorio importante. La transmision se produce de persona a per- 
sona por contacto habitualmente cercano. La incubation es de 1 a 7 
dias y la excretion del vims puede persistir entre 3 a 4 semanas. Su 
curso clinico es autolimitado y los sintomas duran entre 5 a 14 dias. 
La hipertermia se autolimita en 48 a 72 horas, aunque la rinorrea 
y la tos pueden persistir hasta 3 semanas en un 25% de los casos. 

2.3 Tratamiento 

Debido a la variedad de agentes etiologicos y a la diversidad de 
mecanismos fisiopatogenicos, el tratamiento esta dirigido a dismi- 
nuir los slntomas. 

El acido acetilsalicilico y el paracetamol en dosis habituales son 
utilizados como antitermicos y analgesicos. Los anti-inflamatorios 
no esteroides (ibuprofeno y naproxeno) se pueden utilizar para el 
alivio de cefaleas, odinofagia, para reducir la fiebre y demostraron 
ser utiles para disminuir la tos. Las gotas nasales descongestivas, 
como as! tambien los descongestivos por via oral disminuyen la 
descarga nasal. Las primeras no deben ser utilizadas durante mas 
de cinco dias debido a su efecto rebote. 

El bromuro de ipratropio ha demostrado ser efectivo para dis- 
minuir la rinorrea en mayores de 6 anos. Los antihistaminicos de 
primera generation, por su efecto anticolinergico, disminuyen la 
secretion nasal y los estomudos. 

Los agentes antitusivos y mucollticos no han demostrado cla- 
ramente ser efectivos en el manejo de esta patologia. No existe tra- 
tamiento antiviral especifico para la mayoria de los vims causantes 
del resfrio comun con exception de que se identifique el vims de 
influenza como agente etiologico. En este caso, se pueden utilizar 
los agentes antivirales que se describen en el item 3. 

2.4 PrevenciOn 

No hay vacunas disponibles, excepto para influenza y no se dispone 
de datos concluyentes en cuanto a la utilidad de la vitamina C. Las 


Virus 

Proporcion estimada 
de casos anuales 

Rhinovirus 

30-50% 

Coronavirus 

1 0-1 5% 

Influenza 

5-15% 

Sincicial Respiratorio 

5% 

Parainfluenza 

5% 

Adenovirus 

<5% 

Enterovirus 

< 5% 

Metapneumovirus 

Desconocido 

Sin agente etiologico 

20-30% 


Tabla 38.1. Virus causantes del resfrio comun. Datos de: 
Heikkinen T, Jarvinen A. "The common cold". Lancet 2003; 
361:51-59. 
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medidas de prevention estan dirigidas a evitar la diseminacion y el 
contagio a traves del lavado cuidadoso de manos y el descarte ade- 
cuado de los panuelos contaminados con secreciones. Por otro lado, 
es importante senalar que los resfrios recurrentes no se asocian con 
deficit inmunologico conocido alguno. 

2.5 COMPUCACIONES 

Son infrecuentes, en el 0,5 a 2% de los casos se puede observar 
sinusitis (muchas veces causadas por el mismo virus); tambien se 
describe la asociacion con episodios de asma en adultos y se regis- 
tra una mayor utilization de los recursos medicos en los pacientes 
con EPOC. 

3. Influenza 

3. 1 Presentacion cli'nica 

Es una enfermedad respiratoria aguda y febril causada por los se- 
rotipos A y B del virus influenza. Se caracteriza por su comienzo 
brusco luego de un periodo de incubation de 1 a 2 dias. Inicialmente, 
predominan los sintomas sistemicos como fiebre, escalofrlos, cefalea, 
mialgias, astenia y anorexia que persisten usualmente durante tres 
dlas. Los sintomas respiratorios (tos seca, faringitis y obstruction 
nasal) adquieren predominancia cuando disminuyen los sintomas 
sistemicos y persisten mas tiempo, en algunos casos la tos puede 
persistir durante 3 a 4 semanas luego de resuelto el cuadro agudo. La 
predominancia de los sintomas sistemicos es lo que diferencia a la 
influenza de las otras infecciones virales de vias aereas superiores. 

La presencia de casos de influenza en Argentina puede ocurrir 
en forma esporadica en cualquier momenta, sin embargo la circula- 
tion de estos virus en la comunidad se observa habitualmente entre 
los meses de mayo y septiembre (Figura 38.1). 

Durante el ano 2009 se produjo la pandemia producida por el 
virus de influenza A H1N1 que, en Argentina, se caracterizo por 
gran cantidad de casos ambulatorios, inicialmente en ninos en edad 
escolar, luego en adultos jovenes y se acompano de un incremento 
en el numero de hospitalizaciones por cuadros de infecciones res- 
piratorias agudas graves. 


A diferencia de lo que ocurre con influenza estacional, en al- 
gunos centros predominaron las internaciones en pacientes sin co- 
morbilidades (Echavarrla M, Querci M. et al. Pandemic (H1N1) 

Cases, Buenos Aires, Argentina. Emerg Infect Dis, 2009) y Libster 
R, Bugna J, et al. Pediatric Hospitalizations Associated with 2009 
Pandemic Influenza A (H1N1) in Argentina. N Engl J Med, 2010) 
mientras que entre los casos fallecidos, la mayorfa presentaron otras 
enfermedades subyacentes (Libster R, Bugna J, et al. Pediatric Hos- 
pitalizations Associated with 2009 Pandemic Influenza A (H IN 1 ) in 
Argentina. N Engl J Med 2010; y National Influenza H1N1 Com- 
mittee. First Epidemiological Report of 289 deaths by pandemic 
(H1N1) Influenza - Argentina, 2009. 47th Annual Meeting, Infec. 

Dis Soc. of America. Philadelphia, USA). 

La mayoria de los casos notificados de enfermedad tipo influen- 
za se registraron entre las semanas epidemiologicas 21 y 31, obser- 
vandose luego solo casos esporadicos. 

3.2 COMPUCACIONES 

Ademas del cuadro cllnico descrito anteriormente se pueden 
observar complicaciones, en particular en los grupos con mayor 
riesgo (estos grupos se describen en la Tabla 38.2). 

• Neumonla viral: comienza dentro de las 72 h. de iniciados los 
sintomas, es rapidamente progresiva, produce hipoxemia, y pre- 
senta alta mortalidad. 

• Neumonia bacteriana: se observa luego del 5° a 7° dia, cuando 
comienza a mejorar el cuadro gripal y tiene las caracterfsticas 
habituales de una neumonla bacteriana. 

• Traqueobronquitis, sinusitis, otitis. 

• Descompensacion de enfermedades respiratorias y cardiacas cro- 
nicas. Se registra un aumento en las internaciones en pacientes con 
patologfas cardiopulmonares cronicas durante la epoca de influenza. sSp 

• Otras complicaciones menos frecuentes: miositis; miocarditis; 
pericarditis; Sindrome de Guillain- Barre. 

Como se describio anteriormente, durante la pandemia por virus 
influenza A H1N1 se observo un incremento en el numero de intema- 
ciones por cuadros de neumonla similares los descriptos anteriormente 
como cuadros de neumonia viral. ( veanse los Capi'tulos 59 y 59.1 ) 
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Figura 38.1. Casos de influenza en Argentina 1998-2004 (Boletin GROG 2004). 
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3.3 Tratamiento antiviral 
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Los agentes antivirales contra los virus influenza han demostrado 
ser utiles si son administrados dentro de las 48 horas de iniciados 
los sintomas. Disminuyen la duration de los mismos y la fiebre 
entre un 30-50% de los casos. 

Los antivirales activos contra los virus influenza son los blo- 
queantes de la bomba de protones M2 o adamantanos (amantadina 
y rimantadina) y los inhibidores de neuraminidasa (oseltamivir y 
zanamivir). 

Tanto amantadina como rimantadina se administran por via 
oral en dosis de 100 mg/ 12 horas durante 5-7 dias y son activos 
solamente contra el virus influenza A. Ambos compuestos se di- 
ferencian en su perfil de tolerancia, ya que la rimantadina tiene 
rnenor tasa de efectos adversos a nivel del sistema nervioso central. 
Recientemente, se ha descrito alta resistencia del virus influenza A, 
subtipo H3N2 y del virus influenza aviaria H5N 1 a estas drogas, por 
lo que se ha desaconsejado su utilization en ambas situaciones. 

Los inhibidores de la neuraminidasa actuan sobre los virus in- 
fluenza A y B. El oseltamivir se administra por via oral en capsulas 
de 75 mg/2 horas durante 5 dias como tratamiento de influenza en 
adultos, mientras que zanamivir se administra por inhalation oral 
cada 12 horas durante un lapso similar. 

El virus pandemico influenza A H IN 1 demostro ser resistente a 
los adamantanos y sensible a los inhibidores de neuraminidasa, por 
lo cual este grupo de drogas fue el indicado para los casos asociados 
a este virus. De acuerdo a recomendaciones basadas en experiencias 
con virus de influenza aviar, en casos graves de influenza pande- 
mica se indicaron dosis de 150 mg. cada 12 h. de oseltamivir y en 
forma mas prolongada. 

Un hecho observado en relation al tratamiento antiviral frente al 
virus pandemico es que los casos con mala evolution se asociaron, 
en general, a un retraso en el initio de dicho tratamiento (Jain S, Ka- 
mimoto M, et al. Hospitalized Patients with 2009 H 1N1 Influenza in 
the United States, April - June 2009. N Engl J Med 2009). 

Todas las drogas antivirales para influenza han demostrado ser 
altamente efectivas para la prevention de esta enfermedad si son ad- 
ministrados durante la epoca de circulation del virus de influenza. En 
estos casos, se utiliza una unica dosis de las drogas antes menciona- 
das durante el perlodo de exposition a influenza. 

Se pueden prescribir en forma preventiva en las siguientes si- 
tuaciones: 

• Pacientes que tengan indication de vacuna y que por algun rno- 
tivo no la pueden recibir. Se administran antivirales durante la 
epoca de circulation viral. 

• En caso de brote, en aquellos no vacunados con alto riesgo de 
complicaciones de influenza, se aconseja vacunar y administrar 
antivirales durante los primeros 1 5 dias post-vacunacion hasta 
tanto se genera respuesta de anticuerpos. 

• Si se comprueba un caso indice, se puede administrar a los con- 
vivientes no vacunados durante 1 semana ya que se ha demos- 


trado para el oseltamivir una reduction significativa de la tasa 

de ataque secundaria en estos casos. 

3.4 Vacunacion Antigripal 

La vacuna antigripal se elabora en huevos embrionados de polio 
y contiene virus inactivado, partes del virus o hemaglutininas de 
envoltura purificadas. Es una vacuna trivalente ya que contiene dos 
cepas del virus de influenza A (H3N2) y (H1N1) y una cepa de 
influenza B. 

Se administra por via intramuscular en aquellos grupos de adul- 
tos con indication para recibir la misma (Tab la 38.2). 

Debido a los cambios antigenicos menores que se observan 
cada uno a tres afios en los virus de influenza, la composition de la 
vacuna se debe modificar con similar periodicidad y se debe admi- 
nistrar anualmente. La vacuna antigripal es efectiva para prevenir 
la enfermedad, las complicaciones de la misma y la mortalidad aso- 
ciada a la enfermedad que producen los virus influenza. 

El desarrollo de nuevas vacunas contra el virus de influenza se 
ha acelerado desde el ano 2009 con el advenimiento de la pandemia 
de virus de influenza A H INI . En este sentido ya se estan elaboran- 
do vacunas en lineas celulares, no solo contra el virus pandemico, 
sino tambien contra las cepas estacionales. Tambien, y para incre- 
mental" la inmunogenicidad de la vacuna, se han agregado adyuvan- 
tes como el denominado MF59 que es una emulsion de aceite en 
agua, que ya hace algunos anos se utiliza en la vacuna estacional 
en Europa y que en 20 10 se utilizo con la vacuna pandemica mono- 
valente en Argentina (Podda A. The adjuvanted influenza vaccines 
with novel adjuvants: experience with the MF59-adjuvanted vac- 
cine. Vaccine 2001). 

Otra altemativa que ha demostrado mejorar la respuesta inmune 
frente a distintos antigenos, es la aplicacion por via intradermica 
ya que a traves de esta via se activan las celulas dendriticas de la 
dermis que actuan mas eficientemente en generar dicha respues- 
ta. El mayor inconveniente de la via intradermica es el de poder 
lograr la aplicacion en esa localization ya que es muy dependien- 
te del operador. Recientemente, se ha desarrollado un dispositivo 
que asociado a la vacuna antigripal ha permitido la administration 
intradermica y al mismo tiempo ha demostrado respuesta inmune 
similar o superior a la obtenida por via intramuscular con menor 
concentration de antigeno de influenza. (Leroux-Roels I, Vets E et 
al. Seasonal influenza vaccine delivered by intradennal microinjec- 
tion: A randomised controlled safety and immunogenicity trial in 
adults. Vaccine. 2008). 

4. Otros virus respiratorios eiu adultos 

4.1 Coronavirus 

Como se menciono anteriormente estos son los virus que con mas 
frecuencia se detectan en los cuadros resfrio comun, luego de los 
rhinovirus. Los serotipos de coronavirus mas frecuentemente aso- 


1 . Grupo de alto riesgo de complicaciones 

• Mayores de 65 anos 

• Residentes en geriatricos o instituciones de cuidados prolongados 

• Personas con afecciones respiratorias o cardlacas cronicas 

• Diabetes, insuficiencia renal cronica, hemoglobinopatlas, inmunosupresion 

• Ninos y adolescentes en tratamiento cronico con acido acetilsalicllico 

• Embarazadas que cursan el 2 d0 6 3 er trimestre del embarazo en epoca de influenza 

• Pacientes con trastornos cognitivos, lesiones medulares, convulsiones o cualquier otra disfuncion neuromuscular 
que comprometa la funcion respiratoria, el manejo de secreciones respiratorias o implique riesgo de aspiration 

2. Grupos de alto riesgo de transmitir influenza 

• Personal de salud 

• Convivientes de personas con alto riesgo de complicaciones de influenza 


Tabla 38.2. Indicaciones de la vacuna antigripal en adultos. 
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ciados son los 229 E y OC 43. Tambien se han observado estos 
virus como causa de exacerbation de asma en adultos y como 
agentes de neumonfa en pacientes trasplantados de medula osea. 

Las medidas de prevention son las que se mencionaron para el 
resfrfo comun. 

4.2 Parainfluenza 

Los serotipos 1 a 4 de virus parainfluenza se asocian tambien a cua- 
dros respiratorios altos y faringitis en adultos y en este grupo etario 
se caracterizan por presentar excretion viral breve. Tambien se han 
descrito como causante de neumonfa en pacientes con trasplante de 
celulas progenitoras perifericas y de organo solido (rinon, pulrnon). 

4.3 Virus Sincicial Respiratorio (RSV) 

Si bien este virus puede provocar cuadros de resfrfo comun, en 
adultos puede causar un cuadro mas grave y prolongado en el cual 
se puede observar congestion nasal, tos e hiperreactividad bronquial 
que pueden durar varios dfas. 

En los gerontes la presentation clfnica es similar a la que pro- 
duce el virus influenza y, como la circulation del virus sincicial 
respiratorio en la comunidad se superpone y es mas prolongada que 
el de influenza (aproximadamente cinco meses), en ocasiones estos 
cuadros se interpretan como cuadros gripales. 

En ancianos y adultos con co-morbilidades, la carga de enfer- 
medad producida por RSV en cuanto a la utilization de recursos de 
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salud, tanto en el ambito ambulatorio como durante la hospitaliza- 
tion, es similar a la de influenza A en poblaciones con alta tasa de 
cobertura con vacuna para esta ultima infection. 

La tasa de ataque por RSV puede ser atin mayor en adultos 
internados en instituciones geriatricas o en centros hospitalarios. 
En los pacientes con leucemia o trasplante de celulas progenitoras 
hematopoyeticas el riesgo de desarrollar neumonfa en caso de in- 
fection por RSV es elevado (75% en caso de leucemia), como asi 
tambien la mortalidad que oscila entre el 60-80%. 

No esta establecida la eficacia del tratamiento con ribavirina ae- 
rosolizada en adultos y existen reportes de su utilization combinada 
con inmunoglobulina G endovenosa o con inmunoglobulina espe- 
cifica para RSV en pacientes trasplantados de celulas progenitoras 
hematopoyeticas. No se dispone aun de una vacuna para prevenir 
la infection por RSV. 

4.4 Metapneumovirus humano (hMPV) 

La primera detection de este virus en humanos fue en ninos en Ho- 
landa en 2001, aunque existen evidencias de infection en humanos 
desde 1950. Produce sintomas similares a RSV con infecciones del 
tracto respiratorio superior, bronquiolitis y neumonfa. Los prime- 
ros casos notificados en adultos demostraron que el hMPV puede 
provocar enfermedad respiratoria aguda durante el invierno. Pos- 
teriormente, se lo asocio a casos de bronquitis, broncoespasmo y 
neumonitis en ancianos y tambien, como se sefialo anteriormente, 
como agente causal de resfrfo comun. 


• Hayden FG. "Antiviral resistance in influenza viruses— impli- 
cations for management and pandemic response". N Eng J Med 
2006;354:785-8. 

• Heikkinen T, Jarvinen A. "The common cold". Lancet 2003; 
361:51-9. 

• Jain S, Kamimoto M, Brantley AM, Schmitz AM, Benoit SR, Louie 
J, et al. "Hospitalized Patients with 2009 H1N1 Influenza in the 
United States, April - June 2009" . N Eng J Med 2009;361:1935-44 

• Leroux-Roels I, Vets E, Freese R, Seiberling M, Weber F, Salamand 
C, et al. "Seasonal influenza vaccine delivered by intrademral mi- 
croinjection: A randomised controlled safety and immunogenicity 
trial in adults". Vaccine 2008;26:6614-9. 

• National Influenza H1N1 Committee. "First Epidemiological Re- 
port of 289 deaths by pandemic ( H INI) Influenza - Argentina, 
2009". 47th Annual Meeting, Infectious Diseases Society of Ame- 
rica Meeting. Philadelphia, PA. USA. Abstract. 

• Peret TC, Boivin G, Li Y, Couillard M, Humphrey C, Osterhaus 
AD, et al. "Characterization of human metapneumoviruses isolated 
from patients in North America". J Infect Dis 2002; 185:1660-3. 

• Podda A. "The adjuvanted influenza vaccines with novel adju- 
vants: experience with the MF59-adjuvanted vaccine". Vaccine 
2001;19:2673-80 


39 

Infecciones virales de piel y mucosas 

Elena R.Temporiti 


En las infecciones virales, las lesiones cutaneas son un hallazgo 
frecuente, por lo cual muchas veces orientan hacia la etiologfa de 
la enfermedad. 

Los diagnostics diferenciales ante lesiones cutaneo-mucosas son 
multiples y pueden implicar enfennedades infecciosas y no infecciosas. 
En la actualidad las nuevas tecnicas de diagnostic virologico pueden 
ayudar a establecer la etiologfa precozmente. 

1. Patogenesis de la infeccion viral en la piel 

Cuando las celulas son infectadas por virus pueden desarrollar dis- 
tintos tipos de lesiones. 

Pueden desarrollar cambios citopaticos y eventualmente morir. 
Este tipo de infeccion se denomina lftica. Sin embargo, algunos 
virus son capaces de replicarse sin causar dano celular. Otros tipos 
de infeccion no lftica son la latencia y la transformation neoplasica. 

Existen varios tipos de infeccion viral. La mas tipica es la infec- 
cion aguda seguida de la elimination viral ( clearance ) a traves de la 
respuesta inmune. Este tipo de presentation se observa frecuentemen- 
te con ciertos virus que producen exantemas, tales como sarampion, 
parvovirus B19, rubeola, etc. Entre las infecciones agudas que pueden 
devenir en persistentes, deben mencionarse las latentes, las que pue- 
den posterionnente reactivarse. Esto se observa con herpes simplex, 
varicela-zoster, etc. Un tercer tipo es la infeccion persistente cronica, 
como se observa con el virus de la inmunodeficiencia humana (E1IV). 

Los virus pueden infectar la piel por tres vfas: inoculation directa, 
infeccion sistemica o diseminacion desde un foco intemo. Las lesio- 
nes dermicas se producen por el efecto directo de la replication viral 
sobre la celula, la respuesta del hospedador al virus o la interaction 
entre ambas. Ejemplos de efecto directo son: el molusco contagioso, 
las verrugas y la primoinfeccion por herpes simplex. El sistema inmune 
probablemente influye en la evolution de estas entidades. El perfodo de 
incubation generalmente es corto dado que las lesiones se producen en 
el sitio de inoculation. En las verrugas dicho periodo es mas prolonga- 
do debido a que la replication viral es lenta o a que la diseminacion de 
celula a celula se da solo en una extension limitada. 

En las infecciones sistemicas la piel es infectada durante la viremia, 
por lo que la dermis se infecta antes que la epidermis. Se desconoce el 
por que de la distribution del exantema. En la viruela (ya erradicada) 
y la varicela la causa primaria del dano es el efecto lftico celular. Las 
lesiones cutaneas observadas en la rubeola y el sarampion son conse- 
cuencia, en parte, de la respuesta inmune a estos virus. 

La patogenia de muchos exantemas asociados a infecciones por 
enterovirus queda por esclarecerse; en la enfermedad mano-pie- 
boca se ha observado replication viral con efecto lftico sobre las 
celulas. El herpes zoster y el herpes simplex recurrente representan 
la diseminacion local a la piel de virus que producen infecciones 
latentes en celulas neurales de nervios perifericos. La infection lr- 
tica desempena un rol importante en estas lesiones, aunque las ob- 
servadas durante la recurrencia contienen menos virus que aquellas 
de la primoinfeccion. Se postula que este fenomeno serfa debido a 
la respuesta inmune. 

2. Respuesta inmune 

Si bien el inoculo viral y la puerta de entrada juegan un papel impor- 
tante en la enfermedad, la respuesta inmunologica y no inmunologi- 


ca parecen ser importantes. La respuesta inmune varfa de persona a 
persona y es la que va a determinar la gravedad de la enfermedad. El 
desarrollo de anticuerpos luego de una infeccion viral, representa la 
mayor defensa del hospedador a reinfectarse con el mismo virus. Los 
anticuerpos pueden inhibir la diseminacion viral mediante diversos 
mecanismos: 1) la neutralization; 2) el incremento en el clearan- 
ce viral por celulas fagociticas, las que posterionnente inactivaran 
al virus y con la action del complemento culminara con la lisis de 
las celulas infectadas. La inmunidad celular es tambien activada y 
puede influenciar el curso de muchas infecciones virales. La inmu- 
nidad celular usualmente es protectiva. Los pacientes con deterioro 
de la misma presentan dificultad para la limitation de infecciones 
primarias o recurrentes. Este grupo tiene mayor riesgo de desarrollar 
primoinfecciones graves, infecciones de larga duration por herpes 
simplex, o herpes zoster diseminado, etc. Las celulas T sensibilizadas 
son capaces de producir la lisis de las celulas infectadas y liberar 
linfoquinas, que -a su vez- atraen celulas fagocrticas. 

Algunas celulas inflamatorias producen y liberan citoquinas con 
actividad antiviral como el interferon. Todos los virus son capaces 
de inducir la production de interferon y son sensibles a su action, 
pero hay diferencias en el mecanismo de induction, como asf tam- 
bien en la sensibilidad al mismo (vease el capltulo 7 Mecanismos 
de defensa del hospedador /rente a las infecciones virales). 

3. Exantemas: clasificacion 

Los exantemas se pueden clasificar segun la naturaleza de la eruption 
en: maculo-papulosos de distribution central o periferica; vesiculo- 
costrosos; urticarianos; nodulares y purpuricos. 

3. 1 Erupciones maculo-papulosas de distribution central 

Son las que comienzan en el tronco y las mas frecuentes. El saram- 
pion comienza en la linea de nacimiento del cabello, y en 48-72 
horas desciende al tronco, respetando palmas y plantas. Las lesiones 
son eritematosas, inicialmente separadas y luego confluentes. En 
la mucosa bucal se presenta un enantema que consiste en lesiones 
blanco-azuladas de 1-2 mm, rodeadas de un halo eritematoso, de- 
nominadas manchas de Koplik. 

La rubeola se extiende en forma identica, pero -a diferencia del 
sarampion- el exantema (rash) tiende a desaparecer de las zonas 
inicialmente afectadas, conforme se va desplazando a otros sitios. 
Este rash puede ser pruriginoso. En los adultos son frecuentes las 
adenopatras retroauriculares, suboccipitales y la artritis. 

Los enterovirus (ECHO, Coxsackie) producen exantemas que 
pueden ser similares a los de la rubeola o el sarampion. 

El virus Epstein-Barr y el HIV pueden producir un exantema 
maculo-papular inespecifico. El parvovirus B19 - causante del erite- 
ma infeccioso o quinta enfermedad- caracterfsticamente produce un 
exantema que se presenta como un eritema brillante en las mejillas 
(mejillas abofeteadas o signo de la "cachetada") que palidece a la 
presion, luego afecta al tronco y los miembros, y generalmente es 
pmriginoso. En los adultos se puede presentar artritis. 

La roseola infantil o exantema subito post-febril se presenta 
en ninos menores de 3 anos; la eruption suele aparecer cuando la 
fiebre remite y se presenta como maculas y papulas rosadas que 
se inician en el tronco y confluyen rapidamente. 
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Enfermedad 

Etiologia 

Descripcion 

Epidemiologia 

Clinica 

Erupciones maculo-papulosas de distribucion central 

Sarampion 

Virus sarampion 

Lesiones pequenas separadas, luego 
confluentes desde el nacimiento 
del cabello, que avanzan en forma 
descendente y que duran > 3 dlas; 
manchas de Koplik en mucosas 

No inmunizados 

Tos, conjuntivitis, coriza, postracion 
intensa 

Rubeola 

Virus rubeola 

Lesiones desde el nacimiento del 
cabello, desaparecen a medida que 
avanza en forma descendente 

No inmunizados 

Adenopatias cervicales y 
retroauriculares, artritis 

Eritema 

infeccioso 

0 

Quinta 

enfermedad 

exantematica 

Parvovirus 
humano B19 

"Mejillas abofeteadas" (rojas y 
brillantes), erupcion reticular que 
aparece y desaparece durante 3 
semanas 

Mas frecuente en 
ninos de 3 a 12 anos. 
Invierno y primavera 

Fiebre, artritis en adultos 

Exantema subito 

0 

Roseola infantil 

0 

Sexta 

enfermedad 

Herpesvirus 

humano-6 

Maculo-papulas difusas, a veces 
urticarianas, respeta la cara; 
desaparece en 2 dias 

Principalmente en 
ninos menores de 3 

anos 

El exantema aparece luego que la 
fiebre remite 

Primoinfeccion 
por HIV 

HIV 

Maculas y papulas inespecificas, 
pueden ser urticarianas, 
ulceras orales 

Infectados 
recientemente con el 
HIV 

Faringitis, adenopatias generalizadas, 
artralgias 

Mononucleosis 

infecciosa 

Virus Epstein- 
Barr 

Maculo-papulas difusas a veces 
urticarianas, edema peri-orbitario, 
petequias en paladar 

Adolescentes, adultos 
jovenes 

Hepato-esplenomegalia, faringitis, 
adenopatias cervicales, linfocitosis 
atipica 

Otros exantemas 
virales 

Echovirus 2, 4, 9, 
11, 16, 19 y 25 
coxsackievirus 

A9, B1 y B5 

Simulan sarampion o rubeola 

En ninos es mas 
frecuente que en 
adultos 

Sindromes virales inespecificos 

Erupciones maculo-papulosas / vesiculosas perifericas 

Sarampion 

atipico 

Virus sarampion 

Erupcion maculo-papulosa que 
comienza en parte distal de los 
miembros y se extiende en forma 
centripeta; puede evolucionar a 
vesiculas y petequias 

Personas afectadas por 
el sarampion que entre 
1963 y 1967 recibieron 
en EE.UU. la vacuna 
con virus inactivados 

Cefalea, neumonia nodular 

Enfermedad 

mano-pie-boca 

Coxsackievirus 

A16 

Vesiculas dolorosas, ulceras orales, 
papulas en manos y pie con bordes 
eritematosos que evolucionanan a 
vesiculas dolorosas 

Ninos menores a 10 
anos; afecta a varios 
miembros de la 
familia. Mas frecuente 
en otono y verano 

Fiebre 

Erupciones vesiculo - costrosas 

Varicela 

Virus varicela- 
zoster 

Rash maculo-papulo-vesiculo 
-costroso. Las lesiones aparecen 
en brotes (polimorfismo), puede 
afectar cuero cabelludo y producir 
enantema 

Principalmente 
en ninos. 10% de 
los adultos son 
susceptibles a la 
infeccion. Mas 
frecuente en invierno y 
primavera 

Fiebre, malestar general. Mas grave y 
con complicaciones en el adulto y en 
ninos inmunocomprometidos 
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Herpes 

diseminado 

Virus varicela- 
zoster o virus 
herpes simplex 

(HSV) 

Lesiones individuates similares. 
Zoster: >25 lesiones fuera del 
dermatoma afectado. 

HSV: lesiones mucocutaneas 
extensas y progresivas. 

Eccema herpeticum : las lesiones 
se diseminan a veces en la piel 
eccematosa. 

Puede haber diseminacion visceral 
con escasa manifestation cutanea 

Hsopedador 

inmunocomprometido, 

Eccema 

Signos constitucionales, fiebre, puede 
haber afectacion visceral 

Erupciones purpuricas 

Erupcion 
entero viral 
petequial 

Echovirus 9 o 
coxsackievirus 

A9 

Lesiones petequiales diseminadas, 
tambien pueden ser maculo- 
papulosas, vesiculosas o 
urticarianas 

Aparece en brotes 

epidemicos 

frecuentemente 

Faringitis, cefalea, meningitis aseptica 
si se debe a echovirus 9 

Fiebres 

hemorragicas 

virales 

Arbovirus y 
arenavirus 

Erupcion petequial 

Residencia o viaje a 
zona endemica 

Fiebre, shock y hemorragias mucosas 
o digestivas 

Erupciones papulares y nodulares 

Verrugas 

Virus papiloma 
humano 

Papulas o nodulos escamosos, 
asperos y espinosos que pueden 
presentarse en diferentes areas 

Distribucion mundial 

Verrugas comunes o vulgaris: manos, 
dedos; verrugas planas: cara, manos, 
piemas; palmo-plantares; condilomas 
acuminados en region anogenital, 
perine; 

Papulosis bowenoide: orates; blandas 
rosadas o blancas levemente elevadas 
en boca, encias, mucosa labial, lengua 
o paladar duro 

Molusco 

contagioso 

Virus del 

molusco 

contagioso 

Papula pequena que se agranda 
a 3-6 mm, discretas, lisas, color 
carne, perladas con umbilicacion 
central. Afectan piel y mucosas, 
frecuentemente agrupadas en una 
o dos areas. Cabeza, tronco y area 
genital mas frecuentemente. 

Pueden resolver espontaneamente 

Afecta ninos, adultos 
sexualmente activos e 
inmunocomprometidos. 
Se transmite de 
persona a persona. 

Ptes. con SIDA son 
particularmente de 
riesgo 


Nodulos de Orf, 
nodulos de los 
ordenadores, 
o ectima 
contagioso 

Virus 

Orf (un 
parapoxvirus) 

Nodulo eritematoso con un 
anillo bianco generalmente unico 
asintomatico o levemente doloroso 
de 1 cm en manos, antebrazo. 
Adenopatfas: raramente 

Distribucion mundial, 
casos esporadicos. 
Transmision por 
contacto directo con 
ganado infectado, los 
ordenadores son los de 
mayor riesgo 



Tabla 39.1. Infecciones virales de piel y mucosas. 



3.2 ErUPCIONES MACULO-PAPULOSAS DE DISTRIBUCION PERIFERICA 

Son las que se inician en la periferia, donde el exantema es mas 
intenso y luego avanzan en forma centrfpeta. 

El eritema multiforme, con las clasicas lesiones en diana, se 
distribuye de manera simetrica en codos, rodillas, palmas y plantas. 
En los casos graves, puede afectar las mucosas. 

Este tipo de erupcion puede deberse a la ingesta de farmacos, 
infecciones y formas idiopaticas. 

3.3 Erupciones VESiCULO-COSTROSAS 

La varicela se caracteriza por un exantema maculo-papulo veslculo- 
costroso que se presenta por brotes. Por ello, en un determinado 


momento el paciente se presenta con lesiones en distintos estadios 
de evolution. En el hospedador inmunocomprometido, las vesfculas 
pueden no presentar eritema basal y su contenido ser de aspecto 
hemorragico. 

El sindrome mano-pie-boca produce vesiculas dolorosas en ex- 
tremidades y ulceras orales. 

En el hospedador inmunocomprometido afectado por herpes 
diseminado se observan lesiones individuates distribuidas por el 
cuerpo, al igual que en el zoster diseminado. 

3.4 Erupciones urticarianas 

Se manifiestas por zonas de edema eritematoso, en ocasiones indu- 
rado, pruriginoso y , a veces, acompanado de lesiones purpuricas. 
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3.5 Erupciones purpuricas 

La infeccion por echovirus 9 puede simular una meningococcemia 
aguda. 

En los pacientes con exposition epidemiologica posible y viajes 
recientes a zonas endemicas, es necesario considerar las fiebres he- 
morragicas de etiologia viral, en Argentina asociada a la infeccion 
por virus Junto. 

3.6 Erupciones papulares y nodulares 

La primera de este tipo de lesiones la vemos en el molusco conta- 
gioso, infeccion viral que afecta mucosas y piel. En el adulto puede 
ser transmitido por contacto sexual. Generalmente se presentan en 
grupos, y el numero de lesiones varia desde unas decenas hasta un 
centenar de las mismas. En los adultos la localization mas frecuente 
es el area genital. 

Los nodulos de los ordenadores o de ORF constituyen una in- 
feccion viral de la piel, producida por el denominado virus Orf; se 
manifiesta por una o mas lesiones que se localizan frecuentemente 
en las manos o antebrazos. Usualmente este virus es transmitido 
desde el ganado vacuno infectado. 

Las verrugas resultantes de la infeccion por papilomavirus 
(HPV), se desarrollan lentamente. Se conocen entre 100 y 150 tipos 
de HPV. Se los divide en tres categories: tipo cutaneo (no genital) 
como el HPV-1, -2, -3 y -4; tipo mucoso genital tales como HPV-6, 
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-11, -16, y -18; y los que frecuentemente se encuentran en la epi- 
dermodisplasia verruciforme como HPV-5 y -8. 

Algunos papilomavirus han sido asociados con el desarrollo de 
enfermedades malignas de la piel. 

4. CONCLUSIONES 

La afectacion cutaneo-mucosa por infecciones virales es un ha- 
llazgo frecuente. En determinadas ocasiones estas manifestaciones 
permiten aproximamos al diagnostico especifico de la enfennedad. 
En el diagnostico diferencial de lesiones cutaneas deben incluirse 
enfermedades no infecciosas e infecciosas y dentro de estas ultimas 
las virales son causa frecuente de exantemas. 

Las nuevas tecnicas de laboratorio han permitido acortar el 
tiempo para arribar al diagnostico. 

Es necesario recordar que cuando las lesiones cutaneo-mucosas con- 
tienen virus, como ocurre por ejemplo en la infeccion por herpes simplex 
o varicela-zoster es posible obtener muestras para aislamiento viral, detec- 
tion de antigenos o de acidos nucleicos mediante ensayos moleculares. 

Por el contrario, cuando el exantema es producto de depositos 
de inmunocomplejos (sarampion, rubeola) no es posible detectar el 
virus en esas lesiones y deben emplearse otras muestras (Capitulo 
de Diagnostico Virologico). 

Un diagnostico correcto en las infecciones virales tiene impli- 
cancias en el tratamiento y el pronostico y tambien contribuyen al 
control y a la vigilancia de estas enfermedades en la comunidad. 
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Introduccion 

Las gastroenteritis agudas se encuentran entre las enfermedades vi- 
rales mas frecuentes del ser humano, solamente superadas por las 
infecciones respiratorias de origen viral. Su presentation clrnica es 
con diarrea autolimitada (menor de una semana), vomitos, perdida 
del apetito, malestar general, y fiebre con deshidratacion que, en 
los casos extremos, pueden llevar a la hospitalization y muerte del 
paciente. 

En el hospedador inmunocomprometido la diarrea cronica es la 
principal manifestation del compromiso del tracto gastrointestinal. 
No es inusual que sea grave, persistente o refractaria al tratamiento, 
y ocasione deshidratacion, malabsorcion y malnutrition. 

En el aparato digestivo la principal barrera inmunologica es 
la mediada por celulas, principalmente linfocitos T; y la humoral, 
que se expresa a traves de los linfocitos B y sus inmunoglobulinas. 

El sistema inmunocelular del tracto digestivo es el mayor orga- 
no linfoide del cuerpo y esta compuesto por los linfocitos interepi- 
teliales, las celulas T y B de la lamina propia, los foliculos linfoides 
y las placas de Peyer. La proportion de inmunoglobulina A secre- 
toria sintetizada por las celulas plasmaticas del intestino, equivale 
al 50% del total del organismo, desempenando un importante papel 
en la protection el aparato digestivo. 

La diarrea es la presentation clinica mas comun en las infec- 
ciones del tracto digestivo y esta relacionada con uno o varios cam- 
bios en los siguientes procesos fisiologicos: absorcion, secretion, 
motilidad, e integridad de la mucosa gastrointestinal. 

De acuerdo a las alteraciones de los procesos fisiologicos in- 
volucrados, las diarreas se clasifican en: diarrea osmotica por al- 
teration de la absorcion; diarrea secretoria por alteration de las 
fimciones de secretion; diarrea inflamatoria por alteraciones de la 
mucosa; o diarreas producidas por cambios en la motilidad intes- 
tinal. 

1. Agentes virales productores de diarrea 

Los agentes virales productores de diarrea afectan tanto a pacientes 
inmunocompetentes como inmunosuprimidos pero con frecuencia 
y distribution diferentes en el paciente con inmunocompromiso 
(dependiendo del tipo y grado de inmunosupresion, del hospeda- 
dor, y de la condition del enfenno, ambulatorio o internado). Las 
caracterfsticas de los virus productores de diarrea y su patogenia 
analizan en el capitulo 21 Virus productores de diarrea. 

1. 1 Diarreas en Inmunocompetentes 

Las gastroenteritis virales tienen como principal hospedador a los 
ninos, en quienes los principales agentes causales son rotavirus y, 
con menor frecuencia, astrovirus, adenovirus y calicivirus. 

En adultos, la gastroenteritis del viajero es causada principal- 
mente por norovirus (virus Norwalk). 

1.2 Diarreas en Inmunocomprometidos 

En pacientes adultos trasplantados de organos solidos (principal- 
mente rinon), las diarreas cronicas son debidas a rotavirus grupo A 
y estan asociadas a picobirnavirus, mientras que en trasplantados 


de medula osea la mayor frecuencia es de rotavirus y distintos se- 
rotipos de adenovirus. 

Por el contrario, en los pacientes adultos inmunocompetentes 
la presencia de gastroenteritis por estos mismos agentes es de baja 
frecuencia. 

En pacientes pediatricos con trasplantes de medula osea, los 
rotavirus ocupan el principal lugar, pero tambien se detectan as- 
trovirus y calicivirus (norovirus-sapovirus). Estos agentes dan un 
cuadro endemico y de corta duration en pacientes inmunocom- 
petentes. Sin embargo, su impacto en la poblacion con trasplante 
no esta bien establecido. 

En pacientes HIV (+) con CD4 + disminuidos, la diarrea viral 
tiene como principal agente al picobirnavirus. Algunos trabajos 
muestran hasta un 9% de prevalencia de picobirnavirus en pacien- 
tes HIV (+) con diarrea. 

En pacientes pediatricos internados con algun grado de inmu- 
nosupresion, los astrovirus y adenovirus pueden asociarse a dia- 
rrea. 

1.3 Agentes virales 

Los principales virus involucrados en esta patologfa pueden divi- 
dirse en dos grupos (Tabla 40.1). 


Productores de diarrea 

rotavirus 

norovirus 

adenovirus 

astrovirus 

Asociados a diarrea 

picobirnavirus 

torovirus 

picornavirus (virus Aichi) 
coronavirus 


Tabla 40.1. Agentes productores y asociados a diarreas. 

2. Diagnostico de las Diarreas Virales 

La mayorfa de los pacientes con diarreas no requiere estudios 
complementarios, salvo en el caso de una diarrea importante 
con fiebre mayor de 38° C, presencia de sangre en las heces, 
afectacion del estado general y deshidratacion o en pacientes 
pediatricos, en mayores de 65 anos, en inmunosuprimidos o 
en aquellos que presentan una enfermedad de base que pueda 
agravarse. 

Los virus productores o asociados a diarreas son diffciles de 
cultivar, de alii que el diagnostico estuvo reservado inicialmente a 
la observation con microscopia electronica. 

En la actualidad, el diagnostico viral se realiza en materia 
fecal de reciente emision, que se recolecta en frasco esteril sin 
ningun tipo de aditivo o con un hisopo, en cantidad suficiente 
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Figura 40.1. Algoritmo diagnostico de diarreas virales. 


(0,1 g en heces solidas 6 100 pi en heces llquidas). Estas muestras 
pueden almacenarse para su procesamiento hasta 8 dias a 2°-8°C, 
y a -20°C por largo tiempo. 

En estas muestras se realizan las pruebas de tamizaje cuya sen- 
sibilidad varia entre 75 y 92%, con especificidad de 97,5-100%, 
dependiendo del ensayo que se utilice. 

Las pruebas rapidas como la aglutinacion de particulas de latex 
o la inmunocromatografia permiten obtener un resultado en 1 a 
24 horas, en caso de ser positivas estas pruebas deben confirmarse 
con ensayos ELISA de bloqueo, que eliminan los falsos resultados 
positivos. 

Sin embargo, la deteccion de algunos agentes virales debe reali- 
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zarse por tecnicas de biologla molecular como la Reaction en Cade- 
na de la Polimerasa (PCR) y sus diferentes variantes. Estos ensayos 
no son comerciales y deben estar validados en cada laboratorio. Al- 
gunos virus requieren amplificar por PCR al menos dos porciones 
diferentes de su acido nucleico, dado que presentan gran variabilidad 
y polimorfismo genetico (por ejemplo: norovirus) (Figura 40.1). 

NOTA 

Este Capitulo se finalizo en el ano 2008. 
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1. INTRODUCCION 

La hepatitis viral es una entidad clinica definida como una infla- 
macion del higado, cuyos agentes etiologicos pueden ser virus 
asociados a infecciones que afectan multiples organos, pudiendo 
tambien involucrar el higado, tambien denominados virus con he- 
patotropismo secundario (como el citomegalovirus, virus Epstein- 
Barr, virus herpes simplex, entre otros) o virus hepatotropicos 
primarios, como los agentes etiologicos de las hepatitis A (virus 
de la hepatitis A o HAV), hepatitis B (HBV), hepatitis C (HCV), 
D (HDV) y hepatitis E (HEV). Los virus hepatotropicos primarios 
son muy importantes debido a su frecuencia y potencial gravedad 
patogenica (Figura 41.1). En este capitulo solo se describira el 
algoritmo diagnostico de las hepatitis por agentes hepatotropicos 
primarios. 

Las diferentes presentaciones clinicas y las diversas formas de 
evolucion hacen a esta patologla una infeccion que puede pasar in- 
advertida (subclinica) o evolucionar hasta formas fulminantes (poco 
frecuentes). 

Esta infeccion del higado puede ser repentina y autolimitada, 
dando origen a la hepatitis viral aguda, o persistir por mas de 6 
meses como hepatitis cronica. 

Es conveniente definir hepatitis viral aguda como el sindrome 
de hepatitis aguda que se presenta con sintomas y signos generales, 
con o sin ictericia y una elevacion de las aminotranferasas (ALT, 
AST). 

La presentacion de la infeccion puede ser como: 

1 . Enfermedad aguda: un paciente sano, sin antecedente previo 

alguno de enfermedad hepatica. 


HDV 


HAV HBV 

HCV HEV 


Virus hepatotropicos 1 rios . 



A 

r 

Hepatitis viral aguda 


y 



Virus hepatotropicos 2 rios . 



EBV 


CMV 


HSV 


Figura 41.1. Virus hepatotropicos 1 rios y 2 rios como agen- 
tes de hepatitis viral. EBV: virus Epstein-Barr; CMV: cito- 
megalovirus; HSV: virus herpes simplex. 


2. Reactivation de una hepatopatia cronica (infecciosa o no): 

hepatitis B (HBV), hepatitis autoinmune (HAI), enfermedad de 
Wilson. 

3. Enfermedad aguda sobre una hepatopatia cronica: a modo 
de ejemplo, una hepatitis aguda por HAV en un paciente con 
cirrosis. 

2. Diagnostico de infeccion aguda 

La infeccion aguda puede ponerse de manifiesto mediante la de- 
tection de anticuerpos de clase IgM especifica. Para aquellos vi- 
rus para los cuales no existen aun ensayos de deteccion de IgM 
especifica, la etiologia de una hepatitis aguda se puede establecer 
mediante deteccion del genoma viral. 

2. 7. Hepatitis A aguda 

El diagnostico se realiza por deteccion de IgM anti-HAV. Son 
escasos los falsos positivos y negativos. La virucopria (virus en 
materia fecal: [MF] en la Figura 41.2) es maxima una semana 
antes de la sintomatologfa y declina luego, por lo cual no es 
material de election para el diagnostico. 

2.2 Hepatitis B aguda 

El marcador serologico de hepatitis aguda B, es la IgM anti-core 
(IgM anti-HBc). La deteccion dc HBsAg indica solo infeccion por 
HBV (Figura 41.3) sin discriminar entre aguda y cronica. 

La deteccion de IgM anti-HBc como marcador de infeccion 
aguda se utiliza en situaciones clinicas especificas que cada vez 
son mas frecuentes. La presentacion de una infeccion aguda por 
HBV con HBsAg negativo puede observarse en una hepatitis gra- 
ve o fulminante, o cuando la evaluation de un paciente se realiza 
en forma tardia cuando el HBsAg ha desaparecido (ventana). Sin 
embargo, en estos casos la IgM anti-HBc continua siendo positiva 
(Figura 41.4). 


Diagnostico de infeccion aguda por HAV 
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Figura 41 .2. Hepatitis A aguda. 
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Diagnostico de infeccion aguda por HBV 
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Figura 41.3. Diagnostico de hepatitis B aguda. 
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Figura 41.5. Diagnostico de hepatitis C aguda. 
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Figura 41.4. Determinacion tardia del HBsAg. 


Curacion 

sf \ [§r 

Hepatitis aguda _+. M uerte 

85% I 10% I X 0% 

Hepatitis cronica 

Figura 41 .6. Diferente evolucion de las hepatitis virales. \ _\j J 


De igual modo, es frecuente encontrar una infeccion persistente 
por HBV con HBsAg (+) por mas de 6 meses y con una presenta- 
tion clfnica aguda. Esto se observa en tres situaciones: a) cuando 
hay activa replication viral (carga viral de HBV [copias DNA] ele- 
vada); b) cuando una hepatitis B cronica inicia la inmuno-elimi- 
nacion viral (es decir, se registra la seroconversion dc HBeAg a 
anti-HBe); c) cuando se anade una enfermedad aguda por un agente 
distinto al HBV sobre una hepatitis cronica por HBV, por ejemplo 
una hepatitis por HAV o una hepatitis por drogas. En todos estos 
casos la IgM anti-HBc es negativa. Merece destacarse que la mera 
presencia de IgG anti-HBc no indica per se una infeccion persisten- 
te, ya que el paciente podria exhibir simultaneamente anticuerpos 
anti-HBs, habitualmente asociados a la elimination de la infeccion. 

2.3 Hepatitis D aguda 

Esta infeccion requiere la presencia previa del HBV o la coinfec- 
tion con este virus. Es decir, existen dos situaciones: 

a) Coinfection: el HBV y el HDV infectan juntos al individuo. 
Los marcadores IgM anti-HBc, IgM anti-HDV y el HBsAg son 
positivos en la infeccion aguda. Cuando se resuelve la hepatitis 
B se resuelve tambien la infeccion por HDV. 

b) Sobreinfeccion: es una infeccion aguda por HDV que acontece 
en una infeccion persistente por hepatitis B. Los marcadores 
positivos son el HBsAg, y la IgM anti-HDV. La IgM anti-HBc 
es negativa. 

2.4 Infeccion aguda por HCV 

Es muy infrecuente en la practica clfnica realizar el diagnostico de 
hepatitis C aguda, dado que su forma de presentation es subclfnica. 
El periodo de ventana serologica es de 8 a 10 semanas y puede 
aumentar a 12 semanas segun se utilice para su detection Enzi- 


moinmunoensayos de l a , 2 a 6 3 a generation. Por esta razon, existe 
una ventana de 4 semanas sin expresion o con baja production -no 
detectable- de anticuerpos de clase IgM o IgG. Por ello el diag- 
nostico en este periodo queda restringido a la detection del RNA 
del HCV por metodologfas moleculares. Actualmente, se dispone 
de un equipo comercial para la detection de antfgeno de Core de 
HCV en microplacas, que reduce la ventana serologica a 4 semanas 
y es comparable con la detection del RNA del HCV (Figura 41.5). 

2.5 Infeccion aguda por HEV 

El virus hepatitis E es un virus a RNA con muy baja frecuencia en 
nuestro pats. El diagnostico de infeccion aguda se realiza por detec- 
tion de IgM anti-HEV. Sin embargo, aun no se encuentra disponible 
en forma comercial el unico ensayo validado en Argentina. 

3. Infeccion persistente 

Se define asi cuando la duration de la misma se extiende mas alia de 
los 6 meses. Si bien es habitual la denomination de infeccion cronica 
en esta circunstancia, el lector debera tener presente que el concepto de 
hepatitis cronica es tambien la denomination homonima de hallazgos 
histopatologicos caracterfsticos, que pueden o no estar presentes en la 
infeccion persistente. Solo algunos de los virus hepatotropos primarios 
(HBV, HCV) evolucionan con frecuencia hacia la infeccion persistente, 
dependiendo de diversos factores asociados (por ejemplo, un disbalance 
en el sistema inmunologico). Por el contrario, el HAV y el HEV no desa- 
rrollan habitualmente infecciones persistentes (Figura 4 1.6). 

4. Alcoritmo diagnostico de hepatitis viral 

El diagnostico de una hepatitis viral comienza con la consulta 
al medico, quien luego de una anamnesis exhaustiva (indagando 
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Figura 41.7. Algoritmo diagnostico de hepatitis virales. 


factores de riesgo, viajes a zonas endemicas, ingesta de farmacos 
etc.), el examen fisico, estudios bioquimicos de laboratorio ge- 
nericamente denominados de rutina y una ecografia plantea una 
hipotesis diagnostico. Luego, solicita los estudios virologicos es- 
pecificos, estudios por imagenes, y/o procedimientos invasivos, si 
lo considera necesario. 

Los estudios virologicos que deben solicitarse son: detection de 
HBsAg e IgG anti-HBc, IgM anti-HAV, anti-HCV, independiente- 
mente de los valores sericos de las transaminasas, que podran estar 
elevadas o normales. 

Si el HBsAg es positivo y la IgG anti-core dc HBV (IgG anti- 
HBc) es positiva, se debe estudiar la IgM anti-HBc, que si es 
positiva define habitualmente el diagnostico de hepatitis aguda 
por HBV. 

En cambio, si el HBsAg y la IgG anti-core son positivos, la 
IgM anti-HBc es negativa, y el HBsAg se mantiene positivo por 
mas de 6 meses, se define el diagnostico de infeccion persistente 
(habitualmente denominada cronica, desde el punto de vista virolo- 
gico, aunque no necesariamente histopatologico, como se expresara 
anteriormente) por HBV. 

Si la IgM anti-HAV es positiva, el diagnostico es de hepatitis A 
aguda. La detection de IgG anti-HAV indica que el paciente tuvo 
contacto previo con el virus de la hepatitis A, o bien recibio la va- 
cunacion. 

La presencia de IgG anti-HCV positiva puede indicar dos situa- 
ciones distintas: 

a) Un verdadero positivo: la mayorla de estos pacientes tienen 
antecedentes de transfusiones o del uso de drogas por via en- 
dovenosa, y presentan elevation de las transaminasas 6 alguna 
enfennedad hepatica diagnosticada. 


b) Un falso positivo: esto se observa en individuos sanos, sin an- 
tecedentes de transfusion ni factores de riesgo y con transami- 
nasas normales. 

En ambos casos es necesario confirmar el diagnostico de infec- 
cion por HCV con estudios suplementarios como son el RIBA/LIA 
que detectan anticuerpos especificos o la detection de RNA del 
HCV por RT-PCR u otra metodologla altemativa. 

Existen dos estrategias a seguir con los ensayos suplementarios 
(Figura 41.7): 

1 . Si el individuo es considerado como perteneciente al grupo de 
bajo riesgo (por ejemplo, un donante de sangre) se solicita un 
RIBA/LIA; en caso de obtenerse un resultado Positivo o In- 
determinado, se solicita la detection de RNA del HCV, para 
completar el algoritmo; 

2. Si el paciente tiene alto riesgo (por ejemplo, un paciente en 
dialisis) se solicita directamente la detection del RNA del HCV 
por RT-PCR, y solo a los pacientes con resultado negativo se les 
solicita el RIBA/LIA. 

Ambas estrategias son utiles y difieren en los costos de diag- 
nostico. En la actualidad, las tecnicas de Biologia Molecular (RNA 
del HCV por RT-PCR) comerciales o artesanales, son mas econo- 
micas que las determinaciones de anticuerpos especificos mediante 
RIBA/LIA y permiten un diagnostico mas rapido de hepatitis C 
(Figura 41.7). 

IUoTA 

Este capitulo se finalizo en el ano 2009. 
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Infecciones genitourinarias de origen viral 

Analia Mykietiuk 


1. IniTRODUccioiu 

Las infecciones virales genitales tienen una importancia clfnica re- 
levante debido tanto a su prevalencia como a la gravedad de sus 
complicaciones. En este capitulo se focalizara la atencion especial- 
mente en el herpes genital y en las infecciones por papilomavirus 
humano. El herpes genital fue publicado por primera vez en la lite- 
ratura medica por J. Astruc, medico del rey de Francia, en su tratado 
sobre las enfermedades de transmision sexual en 1754. Hoy en dia 
aproximadamente un 60 a 95% de la poblacion mundial esta infec- 
tada por uno o mas virus de la familia Herpesviridae. Los papilo- 
mavirus humanos se identificaron a comienzos del siglo XX como 
agentes etiologicos de los papilomas o verrugas. Debido a que no 
se han podido aislar in vitro, la comprension de la patogenesis, los 
avances diagnosticos y las promisorias vacunas desarrolladas han 
sido posibles con las tecnicas de biologfa molecular. 

Las infecciones urinarias virales estan relacionadas con la po- 
blacion de pacientes inmunocomprometidos, en especial, aquellos 
que reciben trasplante de celulas progenitoras hematopoyeticas y 
trasplante de rinon. La cistitis hemorragica es mas frecuente en 
trasplantes alogenicos de celulas progenitoras hematopoyeticas y 
con enfermedad injerto contra huesped y los virus mas asiduamente 
asociados son los poliomavirus JC y BK, y los adenovirus. 

2. Infecciones genitales virales 

2. 1 Herpes genital 

2.1.1 Epidemiologfa 

El herpes genital esta causado por los virus herpes simplex tipo 1 
(HSV-1) o 2 (HSV-2). Estos virus tienen distribution mundial, no 
existen vectores animales en su transmision y los humanos parecen 
ser los unicos reservorios naturales. La infeccion por HSV-1 se ad- 
quiere tempranamente en el curso de la vida, usualmente a traves 
del contacto oral-genital. Mas del 90% de los adultos mayores de 50 
afios dene anticuerpos contra HS V- 1 . La prevalencia del HS V- 1 ha 
aumentado y actualmente representa el 20% de los casos de herpes 
genital. La transmision del HSV-2 es a traves del contacto sexual 
con una pareja infectada que secrete el virus en forma sintomatica 
o asintomatica y el riesgo de infeccion aumenta con el numero de 
parejas sexuales. La excrecion viral aumenta en pacientes con ad- 
quisicion reciente de la infeccion, pacientes menores de 25 anos, o 
embarazo, coinfection con HIV, vaginosis bacteriana, colonization 
por Streptococcus grupo B y anticoncepcion hormonal. 

Numerosos estudios de seroprevalencia han demostrado una 
pandemia de infeccion por HSV-2 durante las ultimas dos decadas. 
En EE.UU., desde la decada de 1970 a la actualidad, las tasas de 
seroprevalencia del HSV-2 han aumentado un 30%. Una de cada 
cuatro personas mayores de 30 anos tiene HSV-2, aunque muchas 
nunca han presentado smtomas. 

2.1.2 Presentation clfnica 

El perfodo de incubation luego de la adquisicion genital del HSV-1 
o HSV-2 es aproximadamente 4 dias (2 a 12 dias). El primer episo- 
dio se caracteriza por smtomas generales: fiebre, cefalea, malestar 
general y mialgias (en el 60% de la poblacion masculina y 40% de 
la poblacion femenina) y smtomas locales: dolor, picazon, disu- 


ria, secreciones vaginales o uretrales y adenopatfas inguinales. La 
presentation ciasica de la infeccion primaria se caracteriza por la 
presencia de maculas y papulas que progresan a vesiculas, pustulas 
y ulceras. Las lesiones en piel cicatrizan con costra mientras que las 
lesiones en mucosa lo hacen sin ella. Sin embargo, muchos pacien- 
tes presentan el herpes genital primario sin los smtomas clasicos. 
La mayorfa de los pacientes presentan dolor en el sitio de la lesion 
y una adenopatia inflamatoria regional. Pueden ocurrir uretritis y 
cervicitis con la adquisicion genital en mas del 80% de los casos de 
infeccion primaria y faringitis con la adquisicion oral. El HSV se ha 
aislado de la uretra y de la orina de mujeres y hombres sin lesiones 
externas. Ocasionalmente, se asocia a endometritis y salpingitis en 
mujeres y prostatitis en hombres. Tanto el HSV-1 como el HSV- 
2 pueden causar infecciones rectales o perianales sintomaticas o 
asintomaticas, usualmente vinculadas con la relation sexual anal, 
aunque tambien puede ocurrir un herpes perianal por reactivation 
en las celulas epiteliales perianales de un herpes latente en el der- 
matoma sacro de una infeccion genital previa. En pacientes HIV 
positivos son comunes las lesiones extensas perianales, proctitis por 
HSV o ambas. La primoinfeccion de herpes genital en pacientes que 
previamente tuvieron infeccion por HSV-1 se asocia con una menor 
frecuencia de smtomas generales y una cicatrization mas rapida de 
las vesiculas. El curso clfnico de una infeccion por HSV-1 o HSV-2 
de herpes genital es similar; sin embargo, las tasas de recurrencia de 
herpes genital son del 90% en pacientes con infeccion por HSV-2 y 
55% en pacientes con infeccion por HSV-1. 

2.1.3 Complicaciones 

Las recurrencias de la infeccion genital por HSV-2 pueden ser sin- 
tomaticas o, mas comunmente asintomaticas. Los smtomas prodro- 
micos varian desde molestias locales 30 minutos a 48 horas previos 
a la aparicion de las ulceras hasta dolores lancinantes 5 dias antes 
de la eruption. 

La duration de la excrecion viral en la recurrencia es menor 
que en una infeccion primaria (promedio 4 dias vs. 16 dias) y hay 
rnenos lesiones presentes (promedio 6 lesiones vs. 16 lesiones). 

A los 12 meses desde el diagnostico de la infeccion primaria 
por HSV-2, el 90% de los pacientes tiene al menos una recurrencia, 
el 38% presenta 6 o mas recurrencias y el 20% presenta 10 6 mas 
recurrencias. Las recurrencias disminuyen con el tiempo, mas alia 
del tipo de virus o del tratamiento antiviral. La importancia de las 
recurrencias asintomaticas con excrecion viral radica en su papel en 
la transmision del virus. Aunque la transmision del HSV-2 es mas 
alta cuando las lesiones genitales estan presentes, la excrecion asin- 
tomatica ocurre mas frecuentemente. En un estudio de 13 parejas 
discordantes para el HSV, la transmision ocurrio en 9 de ellas (69%) 
cuando la pareja portadora del virus no tenia lesiones presentes ni 
smtomas prodromicos. 

El compromiso neurologico puede manifestarse como meningi- 
tis aseptica, mielitis transversa, radiculopatfa sacra y meningitis lin- 
focitaria benigna recurrente (meningitis de Mollaret). La meningitis 
aseptica es la mas frecuente de las complicaciones neurologicas en 
las infecciones primarias por HSV-2. En una serie de pacientes con 
primoinfeccion por HSV-2, el 36% de las mujeres y el 12% de los 
hombres presentaron algun sfntoma de meningismo, siendo necesa- 
ria la intemacion en el 6,4% de las mujeres y 1,6% de los hombres 
con meningitis aseptica por HSV. Se asocia a un curso benigno sin 
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secuelas neurologicas. No han sido publicados trabajos controlados 
comparativos, sobre el uso de aciclovir en estos casos. 

Las lesiones extragenitales ocurren en el primer episodio de 
herpes genital y son mas frecuentes en mujeres. Los pacientes con 
HSV-2 presentan estas lesiones en el 9% mientras que los pacientes 
con HSV-1 lo exhiben en el 25%. Tipicamente, ocurren luego de la 
aparicion de las lesiones genitales, usualmente durante la segunda 
semana de la infection. 

La manifestation mas grave del HSV es la enfermedad neo- 
natal, que usualmente se adquiere por transmision vertical. Varios 
estudios han demostrado que el mayor riesgo de transmision en 
el periodo perinatal ocurre cuando se adquiere la primoinfeccion 
cercana al parto, mas que con el herpes recurrente. Los signos de 
infection en los ninos aparecen generalmente a las 3 semanas del 
nacimiento y consisten en: vesiculas cutaneas, fiebre, irritabilidad, 
convulsiones, hepatitis, neumonitis y coagulation intravascular di- 
seminada. A pesar de los avances en el diagnostico y tratamiento la 
morbilidad y la mortalidad siguen siendo elevadas. 

Otras complicaciones del herpes genital por HSV-2 incluyen 
monoartritis, hepatitis, trombocitopenia y mioglobinuria. El emba- 
razo predispone a diseminacion grave visceral. La reactivation del 
herpes genital en pacientes inmunocomprometidos, especialmente 
aquellos con trastornos de la inmunidad celular, puede asociarse 
con neumonfa interstitial, hepatitis y neumonitis. Estas infeccio- 
nes diseminadas estan asociadas a una elevada mortalidad y deben 
tratarse en forma sistemica. 

La infection prolongada por HSV es una de las mas comunes 
presentaciones clmicas del paciente coinfectado con HIV, ademas 
la reactivation del HSV, especialmente la excretion perianal en 
hombres y la excretion vulvar subclinica en mujeres. Un bajo re- 
cuento de CD4 y una alta carga viral estan asociados a una alta 
incidencia de reactivation. El tratamiento antirretroviral de alta 
eficiencia disminuye la frecuencia de las lesiones genitales pero la 
reactivation subclinica continua siendo frecuentemente detectada. 
Las ulceras genitales, incluyendo las causadas por HSV-2, son un 
factor de riesgo reconocido para la transmision de HIV. En las ulce- 
ras genitales herpeticas se encuentran altos tltulos de HIV y la carga 
viral aumenta cuando se produce una reactivation de la infection 
por HSV-2 en los pacientes HIV positivos. 

2.1.4 Diagnostico 

Para el diagnostico de una infection por herpesvirus son utiles tanto 
el criterio clinico corno el laboratorio. Un diagnostico clmico puede 
realizarse en forma exitosa cuando las lesiones vesiculares tipicas 
estan presentes sobre una base eritematosa. Cuando el herpes geni- 
tal se presenta en forma atlpica el laboratorio es de gran ayuda en 
el diagnostico y como gula terapeutica. 

El aislamiento viral en cultivo esta disponible y posibilita un 
diagnostico en 2-5 dias. La detection directa de antigenos es un 
ensayo rapido y es posible distinguir una infection por HSV-1 o 
HSV-2 con monoclonales especificos. Tambien es posible utilizar 
una PCR para confirmar el diagnostico de un herpes genital cuando 
las lesiones ya han formado la costra; sin embargo, por su elevado 
costo no se utiliza rutinariamente. La serologla para HSV puede 
ser util en el diagnostico de pacientes que se presentan con ulceras 
ya resueltas, en las cuales el cultivo puede ser negativo y ademas 
puede serutilizada para tamizaje ( screening ). Dicho tamizaje esta 
recomendado en personas con riesgo de contraer HSV (infection 
por HIV, otras enfermedades de transmision sexual, multiples pare- 
jas, pareja con historia de infection por HSV) pero no en personas 
con historia de lesiones de herpes genital (vease el Capitulo 23.2 
Herpes simplex para obtener detalles inherentes a la obtencion de 
muestras y ensayos diagnostics utilizados). 

2.1.5 Tratamiento 

Los analogos nucleosidos aciclicos (aciclovir, valaciclovir y fam- 
ciclovir) son las drogas de election para el tratamiento del herpes 
genital, tanto del primer episodio, del herpes recurrente como para 
la profilaxis de las recurrencias como tratamiento supresivo. El aci- 


clovir topico no aporta beneficio alguno en el tratamiento, por lo 
cual no esta recomendado. 

El tratamiento de las recurrencias puede ser episodico o supre- 
sivo. Cada vez hay mayor tendencia a recomendar el tratamiento 
supresivo debido a que la mayoria de los pacientes que experimen- 
tan una primoinfeccion por HSV se encuentran en riesgo de recu- 
rrencias y este tratamiento disminuye la gravedad de los slntomas 
de las recurrencias, la excretion asintomatica del virus y, por lo 
tanto, la transmision de la infection a las parejas seronegativas . 

El uso de preservatives en parejas discordantes debe recomen- 
darse aun cuando los pacientes esten asintomaticos debido al riesgo 
de la excretion viral. Un estudio reciente de 528 parejas monoga- 
mas discordantes para HSV-2 mostro que utilizando preservatives 
en mas del 70% de los encuentros sexuales disminuia un 60% la 
transmision. Otra option es el tratamiento supresivo en la pareja 
seropositiva. En un estudio reciente, el tratamiento supresivo con 
500 mg diarios de valaciclovir oral durante 8 meses disminuyo la 
transmision en parejas discordantes en un 48%. Ningun enfoque, 
sin embargo, elimina el riesgo de transmision. 

Se encuentra en desarrollo una vacuna con la glicoprotelna D 
para HSV-1 y HSV-2, que ha demostrado ser eficaz para evitar la 
transmision del herpes genital en mujeres seronegativas para estos 
virus, pero no en varones ni en mujeres seropositivas para el HSV-1 . 

2.2 Papilomavirus Humano (HPV) 

2.2.1 Epidemiologla 

La infection genital por HPV es una de las mas frecuentes enfer- 
medades de transmision sexual; su prevalencia en mujeres jovenes 
se encuentra entre el 20 al 46% en diferentes paises. Al menos el 
50% de las mujeres y hombres sexualmente activos contraeran la 
infection genital por HPV en algun momenta de sus vidas, y el 
80% de las mujeres habra contraido una infection genital por HPV 
al llegar a los 50 anos de edad. La incidencia anual de infection en 
EE.UU. es de 6,2 millones de personas. La infection por HPV en la 
mujer tiene una prevalencia maxima a los 25-30 anos de edad, que 
disminuye a partir de los 35 anos. 

Los estudios epidemiologies claramente indican que ciertos 
tipos de HPV son la causa principal del cancer cervical invasivo y 
de la neoplasia intraepitelial cervical. El cancer cervical es la segun- 
da causa de cancer en la mujer en todo el mundo y la principal en 
paises subdesarrollados. Tambien se ha relacionado a este virus con 
el desarrollo de cancer vaginal, vulvar, anal y cancer peneano de 
celulas escamosas. Hoy se sabe que existen mas de 100 genotipos 
de HPV. Los HPV genitales han sido subdivididos en un grupo de 
bajo riesgo, que se encuentra principalmente asociado a las verrugas 
genitales, y otro grupo de alto riesgo que se asocia con el cancer 
cervical (vease el Capitulo 29 Papilomavirus humanos). 

2 . 2.2 Presentation cllnica 

El periodo de incubation varia entre 3 a 4 meses desde la inocula- 
tion hasta el desarrollo de las verrugas, aunque puede tardar hasta 
dos anos. La infection puede ser latente, asintomatica, o generar 
un espectro de lesiones que van desde verrugas genitales hasta el 
cancer de cervix. El virus puede inducir lesiones que resuelven 
completamente o que persisten con escasa o ninguna alteration 
citologica. La lesion puede resolverse o mantenerse, progresando 
a cancer invasivo o permanecer como lesiones precursoras. Las in- 
fecciones con los virus de alto riesgo y una edad mayor son factores 
de riesgo para una infection por HPV persistente. 

Las verrugas genitales o condilomas son las lesiones clmicas 
mas comunes del HPV genital. En su mayoria son lesiones exo- 
fiticas, con forma de coliflor, llamados condilomas acuminados. 
Estos consisten en papulas exofiticas hiperqueratosicas que en los 
varones suelen localizarse en el pene, la uretra, la region perianal 
y, mas raramente, en el escroto. En el hombre circuncidado la 
cavidad del prepucio se compromete en el 80 a 90% de los casos. 
El meato uretral se afecta hasta en el 25%, pero el compromiso de 
la uretra y la vejiga es excepcional. En las mujeres, las lesiones 
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se hallan en vagina, vulva, ano y cervix uterino. Ocasionalmente, 
son grandes e invasivos (tumores dc Busche-Lowenstein). El uso 
del colposcopio y la previa tincion del tejido a examinar con acido 
acetico al 3% ha permitido descubrir mayor cantidad de lesiones 
de menor tamano, particularmente las producidas por HPV 16 
y 18 (alto riesgo) que pueden ser muy pequenas. La presencia 
en el examen con el colposcopio de las verrugas genitales puede 
indicar la existencia de lesiones del epitelio cervical escamosas 
producidas por HPV, incluyendo la neoplasia cervical intraepite- 
lial (CIN). La definition histologica de la CIN depende del patron 
de organization celular y de la atipia citologica. El cancer cervical 
invasivo esta precedido por una combination progresiva de ano- 
malias del epitelio cervical, que se clasifican en 4 categorias de 
menor a mayor gravedad. 

Aproximadamente un cuarto de los pacientes afectados de 
verrugas anogenitales se encuentra asintomatico. Sin embargo, es 
frecuente la consulta por picazon, ardor y dolor en el area de las le- 
siones, ademas de los efectos psicologicos que esta patologia puede 
generar. 

La infection por HIV es un importante factor de riesgo para la 
infection por HPV y para el desarrollo de lesiones asociadas a la 
infection en ambos sexos. La infection por HIV y los altos niveles 
de inmunodepresion son factores determinantes de una infection 
persistente. La elevada prevalencia y persistencia de estas infeccio- 
nes sugiere un aumento del riesgo para el desarrollo de neoplasias 
intraepiteliales y de cancer invasivo de cervix, vagina, vulva, ano y 
region perianal. 

2.2.3 Diagnostico 

Los programas de prevention de cancer cervical se basan en la 
prueba citologica de una muestra de cervix uterino en la mujer, el 
Papanicolau. La infection del aparato genital puede ser subcllnica 
y detectarse por el examen colposcopico, tras la aplicacion de 
acido acetico al 3%. Si la apariencia de la lesiones es sospechosa 
se debe practicar una biopsia, ya que la histopatologfa de la lesion 
por HPV es caracterfstica. Actualmente, la busqueda de DNA del 
HPV forma parte de la estrategia de tamizaje. El desarrollo de 
tecnicas de hibridacion ha permitido tipificar los genotipos del 
HPV y detectar el genoma en las celulas infectadas. La tecnica 
de captura de hibridos II (Dygene®) es el unico ensayo aprobado 
por la FDA (Food and Drug Administration [Administration de 
Alimentos y Drogas de EE.UU.]) para la detection sistematica 
de HPV. Esta tecnica identifica todos los genotipos de alto riesgo 
y 5 genotipos de bajo riesgo. La tecnica de PCR, es de mayor 
sensibilidad y esta disponible comercialmente pero con fines de 
investigation solamente al 2011 (RUO: Research Use Only). En 
el futuro probablemente se podra disponer de nuevos marcadores 
biologicos que pennitan identificar que lesiones remitiran y cuales 
progresaran. 

El uso del colposcopio durante una anoscopia (anoscopia de alta 
resolution) combinada con la citologia anal ha sido aplicada con 
exito en el diagnostico de lesiones intra-anales por HPV. 

2.2.4 Tratamiento 

Al momenta no se ha descubierto un tratamiento altamente efec- 
tivo y seguro para la enfermedad por HPV. Los tratamientos cla- 
sicos tenian como objetivo la elimination fisica o quimica de las 
lesiones mientras que los nuevos tratamientos se basan en tera- 
peuticas antivirales o inmunomoduladoras. Aunque las gulas de 
tratamiento son utiles, no siempre es posible realizar recomen- 
daciones firmes para la estrategia de tratamiento, debido a los 
distintos factores que influyen en la evolution de esta infection. 
La eficacia terapeutica en las verrugas anogenitales oscila entre 
el 22 y el 94%, con un 25% de recurrencias a los tres meses, que 
se atribuye a la persistencia del virus en tejido adyacente normal. 
Los tratamientos disponibles para las verrugas genitales extemas 
incluyen la podofilotoxina (agente caustico) y el imiquimod (in- 
munomodulador, inductor de interferon-a). El acido tricloroaceti- 
co o el acido bicloroacetico son opciones de tratamiento y ambos 


pueden utilizarse durante el embarazo, sin embargo su aplicacion 
es dolorosa y puede generar ulceras. La crioterapia es conside- 
rada un tratamiento efectivo y puede realizarse en el embarazo. 
Otros tratamientos disponibles son: el 5-fluorouracilo, el interfe- 
ron intralesional, cidofovir al 1% y cirugia con laser. Las lesiones 
genitales internas estan asociadas a displasias y neoplasias, por lo 
cual su manejo diagnostico como terapeutico requiere ser referido 
a un especialista. 

2.2.5 Prevention 

Aunque se desconoce el efecto de los condones en la prevention de 
la infection por HPV, se ha asociado su uso a una tasa mas baja de 
cancer cervical. Tambien hay estudios que demuestran que la cir- 
cuncision disminuye el riesgo de adquisicion de HPV en el hombre 
y, por lo tanto, reduce el riesgo de cancer cervical en la mujer. Al 
momenta existen dos vacunas bajo investigation. Una desarrollada, 
por el laboratorio Merck, para uso en hombres y mujeres protege 
contra los HPV 16 y 18 (responsables del 70% de los casos de can- 
cer cervical, anal y genital) y los tipos 6 y 1 1 (que causan el 90% de 
las verrugas genitales). La otra vacuna desarrollada, por el laborato- 
rio Glaxo Smith Kline, es para inmunizar a mujeres contra los tipos 
16 y 18 de HPV (vease el Capitulo 29 Papillomavirus humanos). 

3. Infecciones urinarias de oricen viral 

3. 1. Ostitis hemorragica 

La presentation clinica mas grave de la cistitis en pacientes con 
cancer, es la cistitis hemorragica, que ocurre en el 10 a 40% de los 
pacientes que han recibido quimioterapia a altas dosis. Los pacien- 
tes con trasplantes de celulas progenitoras hematopoyeticas mues- 
tran alto riesgo, con una incidencia del 30%; sin embargo, la pre- 
sentation grave es la menos frecuente (10% de los casos). La cistitis 
hemorragica puede ser consecuencia del tratamiento anti-neoplasico 
a traves de dos vias: dano directo (cistitis por radiation, o indu- 
cida por quimioterapia), 6 lesion del epitelio vesical a traves del 
contacto de metabolitos toxicos excretados por el rinon. La cistitis 
hemorragica infecciosa se desarrolla cuando el paciente que reci- 
bio quimioterapia, se encuentra inmunosuprimido. Puede tener una 
presentation dramatica pero usualmente resuelve espontaneamente 
en menos de dos semanas con tratamiento de soporte (rehidrata- 
cion y control del dolor). Segun su presentation clinica se divide 
en leve (de manejo ambulatorio), moderada (requiere hidratacion 
parenteral y prevention de la formation de coagulos con irrigation 
continua de la vegija, cistoscopia e instilacion de astringentes) y 
grave (requiere transfusions de globulos rojos, instilacion de for- 
malina, embolization, hasta cistectomia). Se han reportado tasas de 
mortalidad que fluctuan entre el 2 y el 4%. Las cistitis hemorragicas 
son comunes en el paciente trasplantado con celulas progenitoras 
hematopoyeticas alogenicas. En el perlodo precoz pos-trasplante 
(72 horas post-trasplante) estan mayoritariamente asociadas a las 
altas dosis de ciclofosfamida, y en el perlodo post-trasplante tardlo 
se asocia a infecciones virales como las producidas por los virus 
JC, BK y los adenovirus. 

3.1.1. Poliomavirus 

Las infecciones por poliomavirus humanos se han descubierto re- 
cientemente. El virus JC se aislo por primera vez en 1971 del ce- 
rebro de un paciente con leucoencefalopatla multifocal progresiva 
mientras que el virus BK se aislo -en cultivos de celulas de rinon 
embrionario humano y en fibroblastos humanos- en el mismo ano 
a partir de orina de un paciente con trasplante renal. Los nombres 
de ambos virus provienen de las iniciales del nombre de de los 
pacientes de los cuales se aislaron. 

La infection por estos virus esta diseminada mundialmente, 
pero las manifestations cllnicas son poco frecuentes en hospe- 
dadores inmunocompetentes. Estos virus son responsables de la 
cistitis hemorragica tardia en pacientes trasplantados de medula 
osea y de estenosis ureteral y de nefritis interstitial en pacientes 
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trasplantados de rinon y en pacientes infectados por HIV. Apro- 
ximadamente el 50% de los pacientes sometidos a trasplante de 
medula osea presenta viruria excretando BK, usualmente durante 
los primeros dos meses post- trasplante. La hipotesis es que esta 
viruria representa la reativacion de una infeccion latente, ya que se 
ha descripto la excrecion viral solo en pacientes que eran seroposi- 
tivos en el periodo pre-trasplante. La viruria por BK precede a los 
sintomas cllnicos, sugiriendo que la excrecion viral no es resultado 
del dano del epitelio vesical. La excrecion del virus JC tambien ha 
sido detectada en un numero reducido de pacientes trasplantados 
con celulas progenitoras hematopoyeticas, pero no hay suficiente 
evidencia aun para la asociacion de la viruria por JC con las mani- 
festaciones clinicas. 

El diagnostico se realiza por cultivo viral, citologla en se- 
dimento urinario y ensayos moleculares (PCR). El aislamiento 
en cultivo se realiza en instituciones dedicadas a la investiga- 
tion, ya que el virus se propaga lentamente en algunas lineas 
celulares. El aislamiento del virus de una muestra clinica puede 
demandar un lapso que oscila entre semanas y meses. El examen 
citologico de la orina puede demostrar en forma rapida la pre- 
sencia de un poliomavirus. La anormalidad mas caracteristica de 
las celulas infectadas es un gran nucleo con una unica inclusion 
basofilica (celulas decoy o senuelo). La identification de los 
cambios citopatologicos es altamente sugestiva de infeccion por 
poliomavirus pero puede confundirse con lesiones neoplasicas o 
con infecciones por adenovirus o citomegalovirus. Otras desven- 
tajas son que no distingue entre infecciones por BK y JC y que 
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estos cambios pueden estar ausentes, aun en presencia de viruria 
detectada por PCR. Las tecnicas moleculares (PCR) permiten 
detectar el DNA del virus BK y constituyen el procedimiento 
mas utilizado. Ademas, el virus BK puede cuantificarse por ensa- 
yos de PCR en Tiempo Real (vease el Capitulo 30 Poliomavirus: 
Virus BK y JC). 

En la actualidad no hay tratamientos disponibles para estos vi- 
rus, si bien el cidofovir tiene actividad in vitro para ambos virus y 
la adenina arabinosido para el JC. 

3.1.2 Adenovirus 

Los adenovirus -subgrupo B, tipos 11 y 21- se han asociado a cis- 
titis hemorragicas en ninos. Esta es una enfermedad autolimitada, 
mas comun en varones, que usualmente no se acompana de fiebre 
ni de hipertension. 

En adultos, los adenovirus -subgrupo D, tipos 19 y 37- ocasio- 
nalmente se asocian con uretritis. En pacientes inmunosuprimidos, 
el subgrupo B, tipos 11, 34 y 35 pueden ser causa de cistitis hemo- 
rragica y de nefritis tubulo-intersticial. Los ensayos diagnosticos 
disponibles en la actualidad son: el aislamiento en cultivo, la detec- 
tion de antlgenos, la pesquisa genomica mediante PCR y la biopsia 
de tejidos (vease el Capitulo 16 Adenovirus). Los tratamientos con 
ribavirina y cidofovir presentan buena actividad in vitro, pero no 
existen suficientes datos sobre su eficacia clinica. 

NoTA 

Este capitulo se finalizo en el ano 2009. 
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Infecciones virales en la embarazada y el recien nacido 

Angelica L. Distefano 


1. IniTRODUccioiu 

Las infecciones en la embarazada son una causa importante de mor- 
bilidad y mortalidad del recien nacido. La embarazada generalmen- 
te esta mas expuesta a las infecciones asociadas a la ninez que el 
resto de los individuos. Los ninos se enferman mas frecuentemente 
y su contacto representa un factor adicional. 

La mayor parte de las infecciones en las embarazadas involucran 
el tracto respiratorio, el gastrointestinal y el genital. Una vez que el 
microorganismo infecta por alguna de estas vras, diferentes factores 
pueden determinar la evolucion de la enfermedad. Si como conse- 
cuencia de esta infeccion hay una invasion del torrente sangumeo, las 
posibilidades de infeccion del feto son mucho mayores. La placenta 
cumple un rol fundamental actuando como barrera para proteger al 
embrion de los microorganismos circulantes. Asimismo, la respuesta 
inmune de la madre en la infeccion primaria genera anticuerpos de 
clase IgG que atraviesan la placenta, intentando proteger al feto o 
embrion. Por el contrario, los de clase IgM -debido a su tamano- no 
atraviesan la placenta. El feto genera su propia respuesta inmune IgM 
especifica luego de la infeccion. 

2. Factores que oeterminan la aparicion 

Y EVOLUCION DE LA ENFERMEDAD EN LA EMBARAZADA 

Y EL EMBRION O FETO 

Hay dos aspectos importantes que se deben tener presentes: a) la 
infeccion materna puede estar acompanada de smtomas leves o ser 
asintomatica; y b) la infeccion en la madre no siempre significa 
que el recien nacido sea afectado. Por ello, la observation medica 
durante el embarazo y el conocimiento del estado inmunologico 
previo al embarazo son de gran importancia.El conocimiento del 
estado inmunologico previo al embarazo mediante la determina- 
tion de IgG especifica orienta el comportamiento medico. Esta 
information es fundamental para el manejo de la paciente respecto 
al seguimiento y a los consejos. El tamizaje serologico prenatal 
o "screening prenatal" incluye las determinaciones de IgG anti- 
virus rubeola, varicela y HIV, y anti -Treponema pallidum (sifilis), 
asi como la deteccion del HBsAg (antigeno de superficie de hepa- 
titis B). Asimismo, en algunos paises se incluyen las determina- 
ciones de IgG e IgM para Toxoplasma gondii y citomegalovirus 
humano. 

Si la determination del estado inmune (IgG) para rubeola, 
varicela o la deteccion del HBsAg y anti -core son negativos, se 
infiere que la paciente no ha tenido la primo-infeccion; son pacien- 
tes susceptibles a una infeccion y se aconseja la aplicacion de las 
vacunas correspondientes. En los casos de infecciones que no son 
inmunoprevenibles por vacunacion como las causadas por el Tre- 
ponema pallidum y el HIV, la presencia de una infeccion determina 
un tratamiento especifico. 

Las consecuencias para el embrion o el feto pueden variar de 
mayor a menor gravedad si la infeccion es primaria o no, y segun el 
tiempo de gestation en que ocurra la infeccion. En las infecciones 
virales es tambien importante la virulencia de las cepas. Las prime- 
ras etapas de formacion del embrion estan mas relacionadas con 
la aparicion de malformaciones y aborto espontaneo. Hay factores 
secundarios, que tambien deben considerarse, tales como causas 
hormonales, nutrition, y otros extemos como la rotura prematura 
de las membranas y el monitoreo fetal invasivo. 


3. Vl AS DE TRANSMISION 

Los agentes virales, bacterianos o parasitarios pueden afectar el 
curso de un embarazo por infeccion transplacentaria, via ascendente 
o no, y por infecciones adquiridas por pasaje a traves del canal de 
parto. La infeccion transplacentaria ocurre cuando la embarazada 
adquiere una infeccion por la cual el virus circulante en su sangre 
(viremia) puede penetrar la placenta, afectar su funcionamiento e 
invadir al feto. A estas infecciones se las denomina tambien infec- 
ciones congenitas y se las define como aquellas que ocurren en el 
embrion o feto, antes de su nacimiento. 

Las infecciones ascendentes, se producen cuando los microor- 
ganismos residentes en los genitales externos de la embarazada 
llegan al saco amniotico. Este evento es el principio por el cual 
atravesando la placenta o danandola el virus puede llegar al liquido 
amniotico e infectar al embrion o feto en formacion por tres rne- 
canismos: a) aspiration, posterior pasaje al pulrnon y a la circula- 
tion, b) ingestion; o c) penetration a traves del conducto auditivo 
externo. A su vez, la reaction inflamatoria sobre el saco amniotico, 
desencadenada por la infeccion, puede iniciar la labor de parto antes 
que la maduracion del feto se complete. 

Algunos agentes virales localizados en los genitales externos, 
en el momenta del pasaje por el canal de parto, pueden contaminar 
al feto, por exposition a las secreciones y a la sangre de la madre. 
Estas infecciones se denominan infecciones perinatales y son aque- 
llas que se contraen durante el nacimiento hasta la cuarta semana de 
vida. Hay otras formas de transmision como la lactancia materna, 
las infecciones adquiridas en la sala de cuidados intensivos y en el 
cuarto de bebes. 

En las Figuras 43.1 y 43.2 se muestran las infecciones rnicro- 
bianas / parasitarias mas comunes que pueden complicar un emba- 
razo. 

3. 1 Infecciones transplacentarias o congenitas (ascendentes o no) 

Una vez que la infeccion se ha producido en el embrion o el feto 
pueden ocurrir la muerte y reabsorcion del embrion, el aborto o un 
recien nacido premature o a termino, que puede ser normal o no. 
Las principals manifestaciones en el recien nacido son: bajo peso y 
desarrollo de malformaciones, las que pueden ser caracterfsticas de 
determinados agentes virales o comunes a varios de ellos. Las infec- 
ciones adquiridas en el utero matemo pueden persistir, manifestarse 
rapidamente luego del nacimiento o ser reconocidas meses mas tarde. 

Los virus mas frecuentemente asociados a la infeccion congenita 
son: rubeola, citomegalovirus, HIV, parvovirus B 19, varicela, herpes 
simplex (tipos 1 y 2). El 5 - 15% de los casos de transmision vertical 
del virus de la hepatitis B es causado por infeccion transplacentaria. 
Los echovirus y el virus de la coriomeningitis linfocitica (LCM) son 
agentes infrecuentes asociados a la transmision congenita.Tambien 
agentes tales como Toxoplasma gondii, Trypanosoma cruzi, Treponema 
pallidum y Listeria monocytogenes causan infecciones congenitas. 

3.1.1 Manifestaciones clinicas mas frecuentes 
asociadas a las infecciones virales congenitas 

Rubeola: calcificaciones intracraneales, microcefalia, cataratas, 
defectos cardlacos, hepato-esplenomegalia, osteitis y sordera. 

Citomegalovirus: calcificaciones intracraneales, microcefalia, 
hidrocefalia, hepatomegalia, trombocitopenia, sordera y corio- 
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rretinitis. El 10-15% de los casos de transmision vertical son 
sintomaticos; el 85-90% restantes son asintomaticos. De estos 
ultimos el 10-20% presentan secuelas de aparicion tardla. 

Herpes simplex tipos 1 y 2: lesiones en piel, ojos o manos, en- 
cefalitis y sepsis. 

Varicela zoster: Microcefalia, hidrocefalia, hipoplasia de miembros, 
cicatrices en ellos, coriorretinitis, cataratas e hidronefrosis. 

Parvovirus B19: muerte intrauterina, hidropesla fetal y anemia 
fetal. 

3.2 Infecciones perinatales 

En las infecciones perinatales las manifestaciones mas comunes son 
la septicemia, la neumonia y la meningitis. 

Los vims mas frecuentemente asociados son citomegalovirus, 
HIV, herpes simplex (tipos 1 y 2), varicela, hepatitis B y hepatitis C. 

Otros agentes asociados a la transmision perinatal son: Neisse- 
ria gonorrhoeae, Chlamydia trachomatis , Streptococcus hemoUtico 
grupo B y Listeria monocytogenes. 

4. Diagnostico 

4 . 1 El DIAGNOSTICO EN LA EMBARAZADA 

Es de fundamental importancia por sus implicancias en el desarrollo 
de un nuevo ser. Los estudios por imagenes evolucionaron mucho 
en los ultimos anos. El diagnostico de laboratorio por serologia de 
las infecciones en la embarazada sintomatica es semejante al diag- 


nostico en el individuo adulto. Las tecnicas se han perfeccionado y 
la serologia por ELISA de afinidad pennite diferenciar, en algunos 
casos, si la infeccion es reciente o pasada. Esta tecnica consiste 
en un ELISA modificado que determina cual es la fuerza de union 
entre el antlgeno y el anticuerpo; esta union se incrementa a me- 
dida que transcurre el tiempo luego de la primoinfeccion. Una alta 
avidez indica que la infeccion ocurrio varios meses atras, mientras 
que una baja avidez indica una infeccion reciente. Algunas muestras 
pueden presentar avidez intermedia y quedar indeterminadas. 

El desarrollo de las tecnicas moleculares, en particular la PCR, ha 
contribuido a la identificacion del vims sospechoso en el liquido am- 
niotico con una mayor sensibilidad en comparacion con el aislamiento 
viral. Todos estos progresos han contribuido significativamente a los 
avances del diagnostico de las infecciones virales en la embarazada. 

La serologia previa al embarazo (IgG) screening o tamizaje 
pre-concepcion debe ser realizada por motivos de prevencion, aun- 
que implique un costo mayor. En el caso de citomegalovirus, este 
"screening" previo al embarazo es muy discutido mundialmente. 
Muchos investigadores, consideran que es inaceptable la omision de 
este analisis teniendo en cuenta que un resultado negativo permite 
indicar medidas de prevencion y de seguimiento (Tabla 43.2). 

4.2 El Diagnostico en el recien nacido 

En el ano 1971 file acunado el termino TORCH por Namias y col. 
Este acronimo proviene de reunir las iniciales de los siguientes 
vocablos: T (toxoplasmosis), O (otras infecciones virales y bacte- 
rianas), R (rubeola), C (citomegalovirus), H (herpesvirus). 


Virus 

Prematuro 

In utero 
RCI / BP 

Desarrollo de 
anomalias 

Enfermedad 

congenita 

Infeccion post-natal 
persistente 

Rubeola 

- 

+ 

+ 

+ 

+ 

CMV 

+ 

+ 

+ 

+ 

+ 

HSV 

+ 

+ 

- 

+ 

+ 

Varicela-zoster 

- 

+ 

+ 

+ 

+ 

Parvovirus B19 

- 

- 

- 

(+) 

- 

HBV 

+ 

- 

- 

+ 

+ 

HIV 

(+) 

(+) 

(+) 

+ 

+ 


Tabla 43.1 . Efecto de las infecciones virales mas frecuentes en el feto y el neonato. (+) Se ha sugerido una asociacion 
entre la infeccion y la aparicion del efecto. RCI: retardo del crecimiento intrauterino; BP: bajo peso; CMV: citomegalovirus; 
HSV: virus herpes simplex; HBV: virus hepatitis B. 


vaso 

sanguineo 

materno 


cordon umbilical 
vaso sanguineo 
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• sitio de la infeccion — > via de la infeccion 

Figura 43.1. Infeccion congenita (en utero). 


• sitio de la infeccion — > via de la infeccion 

Figura 43.2. Infeccion perinatal. 
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Muestras 

Serologla 

Tecnicas 

moleculares 

Aislamiento 

Rubeola 

Embarazada 

Sueros 

L. amniotico 

lgG (1) , IgM 

PCR 

Si 

RN 

Suero 

Aspirado 

IgM 

PCR 

Si< 2 > 


naso-faringeo 

Sangre seca 


PCR 


Citomegalovirus 

Embarazada 

Sueros 

L. amniotico 

lgG (13) , lgM< 4 > 

PCR 

Si< 5 > 

RN 

Suero 

Orina 

lgM (6 > 

PCR 

Si< 7 > 


LCR 


PCR 

Si< 5 > 


Sangre seca 


PCR 


Herpesvirus 1 y 2< 8) 

Embarazada 

Lesiones 


PCR 

Si 


Flujo vaginal 


PCR 

Si 

RN 

Lesiones 


PCR 

Si 


LCR 


PCR 

Si< 5 > 


Sangre seca 


PCR 


Varicela-zoster 8 

Embarazada 

Lesiones 


PCR 

Si 

RN 

Lesiones 


PCR 

Si 


LCR 


PCR 

Si< 5 > 


Sangre seca 


PCR 


Parvovirus B19 

Embarazada 

Suero 

lgG (1) , lgM (5) 

PCR 

No 


LCR 


PCR 

No 


L. amniotico 


PCR 

No 

RN 

Suero 

IgM 

PCR 

No 


Tabla 43.2. Diagnostico de Laboratorio: muestras y tecnicas mas frecuentes. RN: recien nacido; (')■. sueros pareados, 
( 2 ): con fines epidemiologicos; ( 3 ): ELISA por afinidad; ( 4 ): Las reactivaciones cursan con IgM [+]; ( 5 ) poco sensible; ( 6 ): fre- 
cuentes falsos negativos y positivos; ( 7 ): cultivo rapido; ( 8 ) si se sospecha una primoinfeccion (poco frecuente) se estudian 
los sueros de muestras pareadas (IgG) e IgM. 


El termino TORCH agrupaba a aquellas infecciones que se pre- 
sentaban en el recien nacido con una sintomatologia semejante. Me- 
diante ese termino se enviaba al laboratorio suero del recien nacido 
para deteccion de IgG especifica contra los agentes mencionados. 

Cabe destacar que, en esa epoca, no estaban disponibles los 
ensayos para IgM especifica. 

Por ello, un titulo elevado de IgG especifica contra determinado 
patogeno y su disminucion en los 4 a 6 meses luego del nacimiento 
sugerfan una infeccion congenita. 

Desde hace mucho anos, ese termino ya no se utiliza por las 
siguientes razones: a) se han descrito otros agentes como el HIV, 
hepatitis B 6 C y Parvovirus B19; b) la determinacion de IgG no 
es diagnostica; y c) el seguimiento del recien nacido para obtener 
suero a los 4-6 meses es complicado. 

Actualmente, los estudios por imagenes han mejorado notable- 
mente, lo cual permite al neonatologo orientarse hacia la sospecha 
clinica de determinada infeccion y solicitar al laboratorio pruebas 
especificas para cada virus en particular que confirmen su diagnos- 
tico presuntivo. La serologla, en particular la busqueda de IgM es- 
peclfica es empleada frecuentemente y si es positiva es diagnostico 
de infeccion congenita en las infecciones por rubeola y muchos 


otros virus. Los posibles inconvenientes derivados de la presencia 
de factor reumatoideo en el suero se describen en el Capitulo 9. 

Afortunadamente, el empleo de tecnicas moleculares de eleva- 
da sensibilidad y especificidad, disponibles al presente, permiten 
la obtencion de diagnosticos de certeza con mayor rapidez que el 
aislamiento viral (Tabla 43.2). 

Los aspectos inherentes al diagnostico virologico estan desa- 
rrollados en los capftulos respectivos. 

5. Epidemiologia de las infecciones 

VIRALES CONGENITAS EN ARGENTINA 

Rubeola. Las infecciones virales congenitas han variado en el mun- 
do desarrollado segun el agente viral a considerar. Desde la intro- 
duction de la vacuna en 1988 en EE. UU. y Canada, los casos de 
rubeola congenita son aislados y los recien nacidos que la sufren 
son hijos de inmigrantes. La vigilancia de rubeola en los palses 
subdesarrollados de America fue discontinua, y en el ano 2002 aun 
faltaba incluir la vacuna en tres palses (Peru, Haiti y Republica 
Dominicana). Las campanas de vacunacion han sido tambien in- 
completas. 
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En Argentina, el mayor registro de casos de rubeola ocurrio 
en 1992 (85.000 casos). Recien en el ano 1998 file introducida en 
forma gratuita y obligatoria la vacuna Triple Viral (resolucion mi- 
nisterial 107/97). Entre 1994 y el 2004, 378 casos sobre un total de 
4.498 sospechosos tuvieron diagnostico de rubeola. En el ano 2003 
se implemento la vacuna gratuita y obligatoria a los pre-adolescen- 
tes que no completaron el esquema de dos dosis y en el post-parto 
y post-aborto inmediato (resolucion ministerial 174/2003). 

La red de "Infecciones Virales en la Embarazada y el Recien Na- 
cido" del ANLIS "Carlos G. Malbran" realizo un estudio preliminar 
de deteccion de anticueipos en pacientes embarazadas y poblacion 
general. Se observo que la falta de cobertura de anticuerpos anti- 
rubeola vario segun la region: 24% (Resistencia, Chaco); 20% (Guer- 
nica, Pcia. de Buenos Aires); 11,5% (Tucuman); 8,3% (Ushuaia, 
Tierra del Fuego); 7,8% (Formosa); 1% (San Luis); y cobertura del 
100% en Cordoba, Mendoza y la C.A.B.A. 

En 1999 fueron diagnosticados por serologia tres casos de rubeola 
congenita y un caso en los anos 2000 y 2003, respectivamente.. 

Los pafses de America establecieron durante la 44ta. Reunion del 
Consejo Directivo de OPS (2003) la meta de elimination de la rubeola 
congenita para el ano 20 1 0, no registrandose casos en 20 1 0 ni 20 1 1 . 

Argentina initio su campana de vacunacion rubeola-sarampion 
entre septiembre y octubre de 2006, en mujeres de 15-39 anos. Se 
continuo en 2008 en varones de 16-39 anos y en el 2009 en ninos 
de l-4anos. La certification de la elimination de la rubeola y el 
smdrome de rubeola congenita por los organismos internacionales, 
requiere la interruption de la transmision endemica del virus duran- 
te -como minirno- 3 anos consecutivos. 

Varicela. La varicela es actualmente una enfermedad inmuno- 
prevenible por vacunacion. En los pafses desarrollados la preva- 
lence de la infection es de 1 a 7 de cada 10.000 embarazadas; 
en Argentina la vacunacion y la denuncia no son obligatorias. La 
infection no es frecuente en la embarazada, pero en los casos que 
la enfermedad se desarrolla tiene caracterfsticas de gravedad por 
el compromiso pulmonar. En el laboratorio del ANLIS "Carlos G. 
Malbran" se diagnosticaron casos muy esporadicos de varicela con- 
genita durante los ultimos anos. 

Herpes simplex. Uno o dos casos anuales de infection congenita 
por herpes simplex tipo 1 y 2 se han detectado tambien en los ultimos 
anos. El diagnostico de estos virus se realiza por PCR y la muestra 
del recien nacido es la sangre seca (dispensada sobre una tarjeta). 
En este material tambien se analizan citomegalovirus y varicela. La 
orina y el LCR son tambien estudiados para confirmar los hallazgos. 

Citomegalovirus. La infection congenita por citomegalovirus 
es actualmente la mas frecuente entre las producidas por dicha via 
en los pafses desarrollados y tiene una prevalencia mundial del 0,2 
al 1% de los nacidos vivos. La primoinfeccion se adquiere en la 
primera infancia, principalmente en la poblacion de bajos recursos 
socio-economicos. La alta prevalencia de infecciones congenitas por 
citomegalovirus (4,6% de nacidos/ano) que observamos en la pobla- 
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cion de baja condition socio-economica en nuestro pais es causada 
por reactivaciones o reinfecciones de cepas circulantes, agravada 
por las malas condiciones de nutrition. Sin embargo, estas cifras son 
sesgadas, ya que las muestras enviadas para estudio al laboratorio 
del ANLIS "Carlos G. Malbran" corresponden a casos sospechosos. 

En un estudio serologico realizado por la red de "Infecciones 
Virales en la Embarazada y el Recien Nacido" en embarazadas ob- 
servamos en las provincia de Chaco y Buenos Aires, en pacientes 
de baja condition socioeconomica una susceptibilidad de contraer 
la infeccion primaria de 0%, mientras que en C.A.B.A. y en Us- 
huaia file de 2 y 8,6 %, respectivamente. En pacientes de alta-media 
condition social en la C.A.B.A. y Tucuman la susceptibilidad fue 
de 20% y en una poblacion aislada de la provincia de Formosa 
dicha tasa alcanzo un 19,7%. Estos resultados indicaron que en 
la poblacion de condition media-alta economica se mantienen los 
valores promedio senalados en la bibliograffa mundial, en las regio- 
nes aisladas de Argentina probablemente la susceptibilidad alcance 
tambien estos valores (Comunicacion a la Sociedad Argentina de 
Virologia, XXIV Reunion Anual, noviembre de 2004). 

Parvovirus B1 9. La infeccion por este agente viral no es inmunopre- 
venible por vacunacion (vease el capitulo 19) ni es de denuncia obligato- 
ria. La incidencia mundial estimada de infeccion primaria por parvovirus 
B19 en embarazadas es de 1,5%. El numero de casos estudiados en el 
laboratorio del ANLIS "Carlos G. Malbran" es muy bajo y los resultados 
son muy preliminares. Se observo que la prevalencia de pacientes con 
hidropesia fetal no inmunologica y exantema causados por parvovirus 
B19 file de 29,4% y 20%, respectivamente. Dado que los casos enviados 
para estudio correspondieron a pacientes con sospecha clfnica de infec- 
cion por B 19, dichos valores de prevalencia estan sesgados. 

HIV y HBV. Veanse los capitulos 22.5 (Transmision madre a hijo 
del HIV) y 24.3 (Vims hepatitis B). 

6. CONCLUSIONES 

La realization de estudios serologicos previos al embarazo, las ac- 
ciones tendientes a prevenir las infecciones inmunoprevenibles por 
vacunacion, asi como la education sexual de la poblacion deberian 
ser el objetivo principal de las autoridades sanitarias de la nation. 
Es tambien necesaria la education de todo el personal de salud 
(incluyendo medicos y enfeimeras), en relation al conocimiento de 
estas patologfas, sus formas de prevention y su diagnostico actual. 

NOTA DE LOS EDITORES 

Para el diagnostico de infeccion viral en la embarazada, ademas 
de la serologia, pueden emplearse tecnicas invasivas como am- 
niocentesis o muestreo de vellosidades corionicas para deteccion 
de genomas virales por tecnicas moleculares y cordocentesis (ob- 
tencion de sangre fetal mediante puncion del cordon umbilical) 
para busqueda de IgM especifica. Dado que su obtencion implica 
riesgos, solo se indicarfan en casos especiales. La obtencion de 
estas muestras para Virologia no es habitual en nuestro medio. 
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Infecciones virales transmisibles por via transfusional 

Jorgelina L. Blejer 


1. Introduccion 

La transmision de infecciones por via transfusional es una com- 
plication de gran importancia en relation con la morbi-mortalidad 
en receptores de sangre. La trascendencia de la infeccion radica en 
que los donantes aparentemente sanos pueden tener infecciones, 
sobre todo virales, y en que con frecuencia no existe disponibilidad 
de tratamientos. 

A lo largo del tiempo se fueron incrementando las medidas para 
disminuir el riesgo de transmision de estas infecciones y en la ac- 
tualidad, en los paises desarrollados, es muy baja la posibilidad de 
desarrollar una enfermedad infecciosa como consecuencia de una 
transfusion. 

Apesar del tamizaje de marcadores serologicos de enfennedades 
de transmision por via transfusional, existen cuatro razones por las que 
dicha transmision aun puede ocurrir, a saber: a) cuando la donacion de 
sangre se efectua durante el periodo de ventana (lapso durante el cual el 
donante esta infectado con un virus pero los resultados de la pesquisa 
serologica son negativos); b) la existencia de donantes asintomaticos por- 
tadores cronicos de una infeccion transmisible con resultados persistente- 
mente negativos; c) infecciones con mutantes o cepas no detectables por 
las pmebas utilizadas; y por ultimo d) errores tecnicos en el laboratorio. 

En la mayoria de los paises se estudia para cada donacion la 
presencia de los siguientes marcadores serologicos: anticuerpos anti- 
HIV-1/2, anticuerpos anti-virus hepatitis C (anti-HCV), antigeno de 
superficie del virus hepatitis B ([HBV]; HBsAg) y una prueba para 
sifilis. En algunos paises se analiza ademas la presencia de anticuer- 
pos anti-HTLV-I/II, antigeno p24 para HIV (Ag p24) y anticuerpos 
anti -core para HBV (anti-HBc). En nuestro pais son obligatorias 
(Ley Nacional 22.990/83) las siguientes pruebas para enfennedades 
transmisibles: sifilis, brucelosis, Chagas, anti-HIV- 1/2, anti-HCV y 
HBsAg para HBV. Ademas, segun la Resolution 58/2005 del Minis- 
terio de Salud y Ambiente de la Nation (MSA), son obligatorias las 
determinaciones para anticuerpos anti-HBc para HBV, anti-HTLV-I/ 
II y antigeno p24 para HIV. 

La transmision potencial de infecciones virales por via transfu- 
sional fue reconocida desde hace mas de 50 aflos. Aunque las pri- 
meras medidas adoptadas para disminuirla fueron dirigidas contra 
las hepatitis, no hay duda de que el HIV ha tenido la influencia mas 
profunda en este campo. 

2. Infecciones por HBV, HCV y 

OTROS VIRUS CAUSANTES DE HEPATITIS 

La mayoria de los casos de hepatitis postransfusional conocidos son 
causados por los virus HBV o HCV, pero se piensa que existen otros 
agentes virales aun no identificados responsables de algunos casos. 
Desde los inicios de las transfusiones sangufneas, se realizaron es- 
fuerzos para prevenir estas infecciones, comenzando con el concepto 
de evitar la donacion de personas con una historia de hepatitis previa 
y culminando con la utilization de tecnicas de biologfa molecular 
para el tamizaje (Nucleic Acid-Amplification Testing : NAT). 

2. 1. Virus hepatitis B 

El HBsAg fue descubierto en 1969 y desde 1972 fue obligatorio su 
estudio en donantes de sangre. 


En EE.UU., las donaciones de sangre se estudian para HBsAg y 
anticuerpos anti-HBc. Schreiber y colaboradores estimaron el ries- 
go residual de 1:63 000 por unidad transfundida, basandose en el 
periodo de ventana y en la incidencia de nuevas infecciones. 

En cuanto al papel cumplido por las pruebas subrogantes para 
detection de las hepatitis postransfusionales noA-noB (HPT- 
NANB), se introdujeron en los Bancos de Sangre de EE.UU., las 
pruebas para determinar ALT y anticuerpos anti-HBc ya que dos 
estudios importantes indicaban que la proportion de pacientes 
receptores de transfusiones que habian desarrollado HPT-NANB 
era mayor en aquellos que habfan recibido unidades provenientes 
de donantes con niveles altos de ALT y con anticuerpos anti-HBc. 
El rango de seroconversion de HCV (principal causa de las HPT- 
NANB) disminuyo de un 0,52% a 0,36% por unidad transfundida 
despues de implementar en 1987 la utilization de pruebas subro- 
gantes. 

En Argentina, en el ano 2004, segun la information de la Admi- 
nistration Nacional de Laboratorios e Institutos de Salud ( ANLIS), 
la prevalencia para HBsAg en 470 669 donantes de sangre fue de 
0,88% y para anticuerpos anti-HBc en 243 929 donantes del 2,96%. 
Los datos corresponden a unidades reactivas por tecnicas de tami- 
zaje sin confirmar por pruebas suplementarias. 

2.2. Virus hepatitis C 

El HCV fue descubierto en 1989. El primer enzimoinmunoensayo 
(ELISA) de primera generation para detection de anticuerpos, con- 
tenfa un solo antigeno recombinante derivado del gen no estructu- 
ral NS4, el cl00-3. Este ensayo comenzo a utilizarse en 1990 en 
donantes de sangre en EE.UU. y aun antes en Japon. Donahue y 
colaboradores estimaron que el riesgo de transmision del virus era 
de alrededor del 0,45% antes de la initiation del tamizaje en donan- 
tes. La implementation de la prueba de primera generation redujo 
el riesgo al 0,03%. 

Los ensayos de segunda generation contienen antfgenos del 
core y de NS3, y los de tercera generation han agregado el NS5. 
Las pruebas de segunda y tercera generation comenzaron a utili- 
zarse en 1992 y 1996, respectivamente. 

Schreiber y colaboradores estimaron que el riesgo de transmi- 
sion despues de la implementation del ELISA de segunda gene- 
ration era de 1:103 000 por unidad transfundida. El periodo de 
ventana se calculo en un promedio de 82 dias con esta version y de 
70 dias al utilizar el ELISA de tercera generation, con una dimi- 
nution del riesgo transfusional. 

Se ha estimado que la detection de RNA del HCV reduce en 
59 dias el periodo de ventana. Recientemente se ha desarrollado un 
ELISA para detection de antigeno del core del HCV. La reduction 
del periodo de ventana es menor a la obtenida con NAT. Este ensa- 
yo resultarfa una alternativa aceptable para ser implementada con 
el fin de disminuir el riesgo de la transmision del HCV en paises 
en los que las tecnicas de NAT resultan dificultosas de realizar por 
motivos economicos y logfsticos. 

En 1995, el Instituto Nacional de la Salud (NIH) de EE.UU. 
discontinue la determination de ALT y continuo la de anticuerpos 
anti-HBc, ya no para prevenir la transmision del HCV, sino porque 
puede actuar como marcador subrogante de la infeccion por HIV y 
para prevenir algunos casos de HBV postransfusional. 
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En nuestro pais, el compendio realizado por el ANLIS en el ano 
2004 arroja una prevalencia del 0,6% para anticuerpos anti-HCV en 
469 785 donantes de sangre. 

2.3. Otros virus causantes de hepatitis 

El vims hepatitis A puede ser transmitido por via transfusional, pero 
la probabilidad de que esto suceda es minima ya que causa una in- 
fection aguda y la fase viremica es muy corta y con frecuencia sin- 
tomatica en los adultos. El vims hepatitis D es incompleto y requiere 
del HBV para su replication. Es transmitido primariamente por con- 
tacto parenteral y las medidas para prevenir la transmision de HBV 
son efectivas tambien para este virus. El virus hepatitis E presenta 
un modo de transmision predominante por via enterica, fundamen- 
talmente en paises en desarrollo. Como existe un periodo breve de 
viremia, hay un pequeno riesgo de transmision por transfusiones de 
sangre y por derivados plasmaticos. 

3. Infecciones por retrovirus 

3.1. HIV 

Las primeras informaciones acerca del SIDA implicaban que la 
enfermedad tenia etiologia infecciosa y las medidas iniciales para 
reducir el riesgo de transmision por transfusion fueron las de redu- 
cir la obtencion de sangre de individuos con factores de riesgo de 
la enfermedad. 

Busch y colaboradores estimaron que el riesgo de contraer una 
infection de HIV por via transfusional en San Francisco a princi- 
pios de la decada de los 80 era del 1,2% por unidad transfundida. 
Este riesgo disminuyo al final de dicha decada al 0,2%, como re- 
sultado de los esfuerzos de educar a los individuos pertenecientes a 
poblaciones de riesgo para evitar la donation de sangre. 

El reconocimiento del HIV como agente etiologico del SIDA dio 
lugar al desarrollo de pmebas de ELISA para detection de anticueipos 
para el vims. Los mismos fueron utilizados en EE.UU. a partir de mar- 
zo de 1985 para tamizaje en donantes de sangre. De todas maneras, 
continuaron describiendose infecciones asociadas a transfusion. Esto 
se atribuyo en gran parte al periodo de ventana. Para determinar su ex- 
tension se desarrollaron modelos matematicos en donantes a repetition. 
La estimation file de 42-45 dias con los ensayos de segunda generation 
que utilizaban antigenos recombinantes. El aumento en la sensibilidad 
de los ensayos de tercera generation, que detectan IgM ademas de IgG, 
redujo el periodo de ventana aproximadamente a 22 dias y el riesgo 
residual en EE.UU. se estirno en 1:450 000 a 1:660 000. 

El HIV-2 fue descubierto en 1985 en Africa Occidental. A partir 
de 1992 se utilizaron ensayos que utilizaban antigenos para ambos 
vims en la mtina del tamizaje en donantes de sangre. 

En 1994, investigadores franceses describieron una variante en- 
demica en paises de Africa Central (HIV-1 grupo O); luego fueron 
desarrollados ELISAs para su detection. 

El compendio realizado por el ANLIS en el ano 2004 informa 
una prevalencia para anticuerpos anti-HIV del 0,18% en 466 978 
donantes en Argentina, como resultado de pmebas de tamizaje. 

En 1996 se establecio en EE.UU. el estudio del Ag p24 del HIV. 
Ensayos basados en paneles de seroconversion sugirieron que el 
tamizaje para Ag p24 reduciria el periodo de ventana a 16 dias. 

En nuestro pals, en dos estudios realizado por Servicios de Me- 
dicina Transfusional, se confirmo reactividad para Agp24 en dos de 
200 000 donantes. Por lo tanto, podriamos considerar que el tami- 
zaje para Ag p24 es una altemativa util hasta poder implementar el 
NAT. 

3.2. HTLV- 1 y II 

Reconocido en 1980, el HTLV-I fue el primer retrovirus humano, 
siendo posteriormente aislado el HTLV-II. 

El HTLV-I es endemico en el sudoeste del Japon, el Caribe y 
Africa ecuatorial. Ademas, existen focos en poblaciones negras de 


Colombia y Brasil, en indlgenas en Colombia y Chile y en aborl- 
genes de Australia Central. El HTLV-II es prevalente entre droga- 
dictos por via endovenosa y es endemico en poblaciones indlgenas 
americanas. 

El tamizaje para anticuerpos anti-HTLV-I en donantes de sangre 
fue iniciado en 1986 en Japon, y posteriormente se ha hecho obli- 
gators en varios paises. 

La probabilidad de transmision por via transfusional disminuye 
cuanto mayor es el almacenamiento, y como estos virus infectan 
a linfocitos, no se transmiten por productos extracelulares como 
plasma fresco congelado y crioprecipitados. 

El HTLV-I esta asociado al menos con dos enfermedades, la 
leucemia T del adulto, que presenta un periodo de incubation de 
30-40 anos, y una mielopatia asociada al HTLV-I, la paraparesia 
espastica tropical, cuyo periodo de incubation es de 3 a 5 anos. El 
riesgo de adquirir la complication hematologica es del 2-4% y el de 
desarrollar la mielopatia de menos del 1%. El HTLV-II no ha sido 
asociado hasta el momento con enfermedad alguna. 

Schreiber y colaboradores estimaron que el riesgo residual de 
infection con HTLV en EE.UU. es de 1 en 641 000 unidades. 

En nuestro pals, la prevalencia en donantes de sangre es de 0,045 
a 0,07% pero es muy importante destacar que en el norte de la Argen- 
tina es del 1,19%. Tambien se han identificado individuos positivos 
para HTLV-II en ciertos gmpos indlgenas en el norte del pais. 

4. Infecciones por otros virus 

4.1. ClTOMEGALOVIRUS HUMANO (CMV) 

Este virus, en general, no da lugar a enfermedad en el indivi- 
duo inmunocompetente, pero puede resultar fatal en los inmu- 
nocomprometidos. 

La seroprevalencia de anticuerpos anti-CMV en la poblacion 
general es elevada, del 50 al 100% en diferentes paises, depen- 
diendo de factores tales como nivel socioeconomico, edad, area 
geografica, etc. Este hecho ocasiona que la disponibilidad de 
unidades seronegativas sea muy limitada. 

La transmision de CMV por via transfusional esta asociada solo 
a componentes celulares y la elimination de leucocitos de prepa- 
raciones de globulos rojos y concentrados plaquetarios reduce la 
posibilidad de transmision de la infection. En la actualidad, se uti- 
lizan unidades filtradas para los pacientes susceptibles, para reducir 
el numero de linfocitos, y/o seronegativas para CMV. 

4.2. Parvovirus (erythrovirus) B19 

Este virus es responsable de una variedad de manifestaciones 
cllnicas que dependen del estado hematologico e inmunologico 
del huesped. La seroprevalencia aumenta con la edad hasta al- 
canzar valores mayores al 90% en la poblacion adulta. 

El riesgo de transmision por via transfusional varla con la in- 
cidencia de la infection, que sigue un curso estacional y varla en 
diferentes anos. 

Aunque este vims puede causar enfermedad grave en fetos, indivi- 
duos con anemias hemollticas o hemoglobinopatlas y en aquellos con 
inmunodeficiencias, solo se han publicado pocos casos de enfermeda- 
des asociadas con transmision por via transfusional o por trasplante. 

5. Infecciones por virus emercentes 

Los criterios para determinar la relevancia de un nuevo patogeno 
emergente en Medicina Transfusional son la patogenicidad, la preva- 
lencia en la poblacion de donantes y la persistencia en el hospedador. 

5.1. Virus GB-C (GBV-C) 

Este agente pertenece a la familia Flaviviridae. Fue identificado 
en 1995-1996. Tanto la sangre entera como derivados de plasma lo 
pueden transmitir. 
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La prevalencia en poblaciones de donantes de paises desarro- 
llados varia entre 1 y 5% cuando se mide la viremia y es entre 3 
y 4 veces mayor cuando se evaluan los anticuerpos. En la ciudad 
de Buenos aires, Argentina, se demostro que la viremia (detectada 
mediante RT-PCR anidada) esta presente en el 5,5% de los hemodo- 
nantes. Aunque el vims cumple con los criterios de ser transmitido 
por transfusion y de provocar infecciones persistentes, no tiene pa- 
togenicidad conocida y, por lo tanto, el tamizaje de donaciones de 
sangre para GBV-C no esta indicado. 

5.2. TTV 

En 1997 se identified un nuevo vims en tres de cinco pacientes con 
hepatitis postransfusional en Japon. Es un vims a DNA, pequeno, sin 
envoltura. Los 6 genotipos se encuentran distribuidos universalmente 
y la infection resulta persistente en la mayorfa de los individuos in- 
fectados. La prevalencia en donantes es elevada y se puede adquirir 
en edades muy tempranas. 

Varios estudios han indicado evidencias de transmision por via 
transfusional pero gran cantidad de trabajos sugieren que este vims 
no es una causa significativa de enfermedad hepatica, por lo tanto 
no se realiza la pesquisa del mismo en donantes de sangre. 

5.3. SEN-V 

Es un vims a DNA de cadena unica, pequeno, sin envoltura. La pre- 
valencia en donantes de sangre voluntarios de EE.UU. es del 1,8%. 

La incidencia de infection por este virus despues de recibir 
transfusiones fue del 30% a diferencia de un 3% en controles no 
transfundidos. El vims replicaria en higado, pero no existirla aso- 
ciacion entre SEN-V y dano hepatico. 

5.4. Herpesvirus Humano-8 (HHV-8) 

Es un gama herpesvims que fire aislado en 1994 en pacientes sero- 
logicamente positivos para HIV afectados por el sarcoma de Kaposi 

(sk). 

El SK se describio con una frecuencia relativamente alta luego 
de transplantes renales, cardiacos y pulmonares, lo que llevo a su- 
gerir la necesidad de su estudio en donantes de organos. Apesar de 
esto, hasta el momento no se demostro la transmision del HHV-8 
por sangre y otros componentes, aunque esta posibilidad no puede 
ser excluida. 

5.5. CORONAVIRUS ASOCIADO AL SARS 

En noviembre de 2002, emergio una nueva infection humana en 
China. La misma causaba fiebre y sintomas respiratorios graves 
con un porcentaje de mortalidad del 7-15%. El agente etiologico 
es un nuevo coronavirus. La epidemia de SARS dio lugar a un 
esfuerzo publico masivo para controlarlo. Las medidas inclufan 
intervenciones para reducir el probable riesgo de transmision por 
transfusion ya que el agente produce viremia, por lo menos du- 
rante la fase sintomatica de la enfermedad. En muchos paises los 
donantes potenciales se diferlan si hablan tenido un viaje reciente 
a las areas afectadas, contacto con casos o enfermedad. Hasta el 
momento no ha habido casos de SARS atribuibles a transfusion. 

5.6. Virus del Oeste del Nilo (en ingles. West Nile Virus [WNV]) 

El caso del WNV resulta de gran interes, ya que induce una vire- 
mia aguda limitada en el tiempo en el contexto de una epidemia 
significativa. 

Sin tener en cuenta estudios experimentales en Nueva York, no 
hubo casos conocidos de infection por VWN en el Hemisferio Oc- 
cidental hasta el verano de 1999 en EE.UU., cuando se detectaron 
casos inusuales de encefalitis, que coincidieron con el hallazgo de 
pajaros enfermos, lo que fue atribuido al WNV. En ese ano se regis- 
traron 62 casos y 7 muertes. Durante el 2000 y 2001 se registraron 


87 casos mas, confirmados como infection por WNV, y 1 1 muertes. 
El vims se disemino a 44 estados y al distrito de Columbia, obser- 
vandose mas de 4 000 casos y 280 muertes durante el ano 2002. En 
los siguientes anos la cantidad de casos siguio aumentando. 

El virus es miembro de la familia Flaviviridae. Es un agente 
pequeno, esferico, con envoltura, y RNA monocatenario. En la na- 
turaleza se transmite entre pajaros a traves de los mosquitos. 

En cuanto a las caracterfsticas clinicas, la mayorfa de los indivi- 
duos infectados con WNV son asintomaticos. Entre el 20 y el 30% 
de los individuos infectados exhiben algunos sintomas que pueden 
implicar desde una fiebre leve y cefalea, hasta paralisis aguda y 
mielitis. 

En cuanto a la transmision por transfusion, el riesgo estimado 
en EE.UU. es muy alto, casi 2 000 veces mayor que para HCV y 
HIV y 200 veces mayor que para HBV, pero esta limitado en tiempo 
y espacio. 

En agosto de 2002, en respuesta a la posibilidad teorica de 
transmision del WNV por via transfusional, la Administration de 
Alimentos y Drogas (FDA) y el Centro de Control de Enferme- 
dades (CDC) de EE.UU., aconsejaron a los Bancos de Sangre y a 
los Centres de Salud estar alertas para poder detectar personas con 
infection por WNV que hubieran donado sangre la semana anterior 
a su enfermedad y por personas con encefalitis asociadas a fiebre, 
desarrollada despues de recibir transfusiones de sangre. 

En respuesta a estos mensajes, el 30 de agosto de 2002, el CDC 
recibio la information del primer caso de transmision del VWN por 
via transfusional en una mujer que recibio sangre luego de un pro- 
ceso obstetrico. Luego, el CDC confirmo 23 casos de transmision 
asociada al WNV de 61 pacientes identificados como posiblemente 
infectados con el vims por via transfusional. Estuvieron implicados 
en la transmision tanto globulos rojos, como plaquetas y plasma. 
Posteriormente se describieron mas casos. 

A partir de 2003, se estudiaron las donaciones de sangre para 
detectar RNA de WNV. Trabajos recientes indican que en 2,5 mi- 
llones de donaciones, 877 fueron reactivas para NAT (3,5 cada 10 
000 unidades). 

La Asociacion Americana de Bancos de Sangre (A ABB), en 
su directiva final para WNV de junio de 2005, aconseja diferir a 
los donantes diagnosticados con VWN por 120 dlas y a realizar su 
seguimiento por NAT individual antes de su proxima donation. 

Este virus emergente se ha diseminado a otros paises como Ca- 
nada, Mexico y el Caribe y no es posible excluir la posibilidad de 
que continue su diseminacion. 

Es interesante destacar, que en nuestro pais existen sistemas 
de humedales, como la Laguna de Mar Chiquita en Cordoba, que 
albergan una enorme diversidad de aves migratorias que se compar- 
ten con EE.UU. El Servicio Nacional de Sanidad y Calidad Agro- 
alimentaria (SENAS A) confirmo que el dla 21 de abril de 2006, se 
detecto la enfermedad por WNV en dos equinos de dos haras ubica- 
dos en el partido bonaerense de San Antonio de Areco. Por tal mo- 
tivo, se suspendio transitoriamente la exportation de animales. No 
se comprobo mortandad inusual de aves en la region, ni presencia 
de sintomas compatibles entre el personal de los dos predios. Este 
hecho confirma nuestra preocupacion por la relevancia del WNV 
en Medicina Transfusional en nuestro pals. 

6. Tecnicas para deteccion de 

ACIDOS NUCLEICOS (MAT) EN MEDICINA TRANSFUSIONAL 

La utilization de NAT en Bancos de Sangre habla sido propuesta 
por David Kessler, de la FDA, y por investigadores del Retroviral 
Epidemiology Donors Study (REDS) en 1996 en EE.UU. 

En Alemania, la Agenda reguladora para componentes sangui- 
neos del Paul Ehrlich Institute, anuncio en marzo de 1997 su inten- 
tion de introducir el NAT para tamizaje de donaciones de sangre 
para HBV, HCV y HIV. Esta decision se baso principalmente en 
datos reportados por la Cmz Roja Alemana de Westfalia que habla 
detectado 6 casos de HBV y de 69 HCV por PCR y RT-PCR, res- 
pectivamente, en 650 403 donantes. 
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El Comite de Especialidades Farmaceuticas de la Agenda Eu- 
ropea del Medicamento (CPMP) requerla que todos los derivados 
de plasma fueren estudiados para detectar RNA de HCV a partir del 
1 de julio de 1999. Como muchos Bancos de Sangre y fabricantes 
de derivados de plasma de EE.UU. exportan productos sanguineos 
a Europa, esto indujo a utilizar el tamizaje de NAT en ese pais. 

En respuesta a este requerimiento, AABB formo un grupo de 
trabajo integrado por miembros de varias instituciones para cumplir 
con estos objetivos. 

Hasta hace poco tiempo la implementacion de NAT se consi- 
deraba incompatible con las necesidades de un Banco de Sangre 
y no se consideraba una opcion viable por las siguientes desven- 
tajas tecnicas y economicas: a) el requerimiento de personal en- 
trenado; b) la necesidad de gran espacio fisico; c) la realizacion 
de las tecnicas insume mucho tiempo, lo que atrasa la liberacion 
de los productos; y d) el costo y la automatizacion parcial de los 
ensayos comerciales. 

Los datos recientes de Francia, publicados en 2004, estimaron 
en el periodo 2000-2002 un riesgo residual sin realizacion de NAT 
de 1 : 1 400 000 para HIV, 1 : 1 000 000 para HCV y 1 :400 000 para 
HBV. En los primeros tres anos de utilizacion de NAT en EE.UU., 
12 donaciones fueron serologicamente negativas pero confirmadas 
positivas para RNA de HIV y 170 para RNA de HCV en mas de 


37 000 000 de donaciones (1:3 100 000 para HIV y 1:270 000 para 
HCV). 

La positividad para HIV era 4, 1 veces mayor en donantes de 
primera vez que en donantes de repeticion y para HCV 3,3 ve- 
ces mayor. Los datos indican que la implementacion de NAT en 
EE.UU. previene unos 5 casos de transmision de HIV por via 
transfusional y 56 HCV por ano. Estos hallazgos son consistentes 
con lo predicho en modelos matematicos. Busch estima que los 
niveles teoricos de riesgo de transmision de infecciones virales 
por via transfusional en EE.UU. es de 1:100 000 a 1:500 000 pre- 
NAT y 1 : 1 000 000 pos-NAT. 

Asi, a pesar de los temores iniciales, la fase de tamizaje de NAT 
ha ocurrido eficazmente y sin comprometer el abastecimiento de 
sangre. Con respecto al futuro, el sistema de implementacion de 
NAT tambien permite una respuesta rapida a nuevos agentes emer- 
gentes que puedan afectar la seguridad en la transfusion de sangre, 
como en el WNV. Por otra parte, la utilizacion del NAT va a ser 
la unica forma de discriminar entre personas infectadas y sujetos 
vacunados cuando esten desarrolladas las vacunas para HIV y HCV. 

NoTA 

Este capitulo se finalizo en el ano 2008. 
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Infecciones virales en pacientes con 
inmunosupresion post-trasplante 


Laura Barcan - Fabian Herrera 


1. INTRODUCCION 

Los pacientes receptores de trasplantes (Tx) de organo solido (TOS) 
y Tx de celulas progenitoras hematopoyeticas (TCPH) presentan 
un significativo inmunocompromiso generado en su mayor parte 
por los tratamientos inmunodepresores que reciben, que producen 
un importante impacto en la inmunidad celular. Es por esto que 
las infecciones virales tienen gran trascendencia, dado que pueden 
transmitirse por el injerto o por las transfusiones, pueden reactivarse 
con la inmunosupresion, e inclusive pueden potenciar los efectos 
inmunomoduladores que algunos virus poseen, induciendo una im- 
portante morbi-mortalidad. 

Si bien los agentes etiologicos son los mismos para TOS y TCPH, 
existen entre ambos algunas diferencias en la incidencia, impacto 
clfnico y estrategias de prevencion. En este capitulo se trataran en 
forma conjunta las caracterfsticas en comun, y por separado las 
correspondientes a cada tipo de trasplante. 

1. 1 Infecciones en trasplantes de celulas progenitoras 
HEMATOPO YETICAS (TCPH) 

El TCPH es un procedimiento en el que se realiza la supresion del 
sistema hematopoyetico e inmune por efecto de quimioterapia con o 
sin radioterapia y se infunden celulas progenitoras hematopoyeticas 
(CD34 + ) de medula osea o de sangre periferica del propio hospeda- 
dor (Tx autologo) o de un donante (Tx alogenico) relacionado o no 
relacionado. La incidencia, tiempo de aparicion e impacto clfnico 
de las infecciones difieren entre TCPH autologos y alogenicos y 
estan determinadas por el tipo y magnitud de la inmunosupresion 
predominante en el perfodo post-trasplante (Figura 45 . 1 ). En el primer 
perfodo, denominado pre-engraftment o prendimiento del injerto, el 
defecto inmune predominante es la neutropenia y el dano mucoso, 
siendo semejante en TCPH autologos y alogenicos. En el segundo 
perfodo o post-engraftment predomina la inmunodeficiencia celular, 
y en el tercer periodo o tardio, predominan la inmunodeficiencia 
celular y humoral. Estas usualmente son menos profundas y se re- 
cuperan mas rapidamente en los TCPH autologos. Por el contrario, 
un porcentaje significativo de TCPH alogenicos, que varia segun 
sea relacionado o no relacionado y el grado de compatibilidad entre 
el donante y el receptor, desarrollaran enfermedad injerto contra 
hospedador (EICH) aguda y/o cronica segun el periodo post-TCPH. 
Esta profundiza y prolonga la inmunosupresion celular, por lo que 
el mayor impacto de las infecciones virales se produce en los TCPH 
alogenicos. Sin embargo, factores tales corno la enfermedad de base, 
el uso de quimioterapias con profundo efecto depresor sobre los 
linfocitos T (analogos de purina o anticuerpos anti-linfocitarios), 
infecciones previas o exposition epidemiologica incrementan el 
riesgo en ambos tipos de TCPH. 
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Figura 45.1. Tiempo de aparicion de las infecciones pos 
TCPH alogenico. Modificado de: Kent A. Sepkowictz. "Risks 
and epidemiology of infections after allogeneic hemopoietic stem 
cell transplantation". En: Raleigh A. Bowden, PerLjungman, Car- 
los Paya. Transplant Infections. Philadelphia: Lippincott Williams 
& Wilkins 2003; pag. 32. EICH: Enfermedad injerto contra hospe- 
dador. Post-TCPH: post-trasplante de celulas hematopoyeticas. 


dosis de las drogas inmunosupresoras indicadas decrecen progresi- 
vamente y algunas, como los corticoides, pueden ser discontinuadas. 
En ese caso, las infecciones mas frecuentes son las adquiridas en la 
comunidad (Figura 45.2). 

El rechazo agudo se trata con dosis altas de corticoides (pulso) 
y los rechazos que no responden se denominan cortico-resistentes y 
requieren tratamiento con globulinas anti-linfocitarias policlonales 
(GAL-GAT) o monoclonales (OKT3), o rotation de ciclosporina a 
tacrolimus. Las globulinas anti-linfocitarias producen una profunda 
depletion de linfocitos T, que puede prolongarse hasta los dos anos 
del tratamiento, por lo que constituyen un factor de riesgo mayor 
para todas las infecciones virales en el periodo post-Tx. 

2. ClTOMEGALOVIRUS HUIVIANO (HCMV) 

El HCMV es el patogeno viral de mayor trascendencia en pacientes 
que reciben un Tx, dado que tiene alta prevalencia y una morbi- 
mortalidad significativa. Se establece el diagnostico de infeccion 
por HCMV mediante el aislamiento del virus o la detection de pro- 
teinas o acidos nucleicos virales en sangre o tejidos; la enfermedad 
corresponde a las manifestaciones clfnicas atribuibles a la infeccion. 
Afortunadamente, en los ultimos anos se han desarrollado tecnicas 
de diagnostico precoz y antivirales efectivos, rnotivo por el que los 
esfuerzos deben dirigirse hacia las estrategias de prevencion. 


1.2 Infecciones en trasplantes de organo solido (TOS) 


2.1 TCPH 


Los pacientes que reciben un TOS requieren tratamiento inmuno- 
supresor durante toda la vida para evitar el rechazo del organo. La 
intensidad de la inmunosupresion es maxima a partir del segundo 
mes post-Tx, ya que el efecto de las drogas es acumulativo. El mayor 
riesgo de infecciones oportunistas ocurre entre los 2 y 6 meses, ya 
que si el paciente no presenta rechazos, luego de este perfodo las 


En los TCPH alogenicos la incidencia de infeccion y enfermedad estan 
estrictamente relacionadas a la seroreactividad pre-Tx del donante y 
del receptor. En receptores seropositivos para HCMV (R + ) la reac- 
tivation ocurre en el 80% y la incidencia de enfermedad temprana 
(dentro de los 100 dias del Tx) era del 20-35% sin profilaxis, y ac- 
tualmente es menor al 5% con ella. En receptores seronegativos que 
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reciben celulas progenitoras seropositivas (R7D + ), laprimoinfeccion 
ocurre en el 30% de los casos, pero la incidencia de enfermedad es 
muy baja con profilaxis. En pacientes R /D‘ el riesgo de infeccion 
primaria es a traves de las transfusiones de hemoderivados, motivo 
por el que se utilizan dadores seronegativos o, mas frecuentemente 
hemoderivados con filtrado de leucocitos. El riesgo de infeccion 
y enfermedad con esta ultima estrategia es de alrededor del 1-2%. 
Otros factores de riesgo para el desarrollo de enfermedad son: Tx 
no relacionados y HLAno identicos (mismatched)', tratamiento con 
dosis altas de corticoides (> de 1 mg/kg/dla de prednisona) o con 
deplecion de celulas T por seleccion de CD34 + o el tratamiento con 
anticuerpos anti-linfocitarios (anti-CD52) y analogos de purina; la 
EICH aguda y cronica el retraso en recuperar la respuesta T citotoxica 
y la carga viral de HCMV elevada. 

El HCMV puede manifestarse con fiebre y citopenias o causar 
patologia en multiples organos incluyendo neumonia, enterocolitis 
y hepatitis. La retinitis y la encefalitis son manifestaciones muy 
poco frecuentes que pueden aparecer en el periodo tardio. La en- 
fermedad gastrointestinal afecta desde el esofago hasta el colon, 
pudiendo provocar erosiones y ulceras que obligan al diagnostico 
diferencial con las lesiones producidas por virus herpes simplex 
(HSV) y adenovirus y por la EICH. A pesar de los avances tera- 
peuticos, la neumonia sigue presentando una mortalidad mayor al 
50%. Previamente, el pico de incidencia de la enfermedad temprana 
ocurria entre 45 y 60 dias post-engraftment y en TCPH no relacio- 
nados que reciben alemtuzumab, el 50% de las reactivaciones se 
observan antes del dia 27. En los ultimos anos, por efecto del uso 
de profilaxis que retrasa la respuesta inmune especlfica anti-HCMV, 
y la inmunosupresion grave y prolongada que tienen algunos Tx 
alogenicos, la enfermedad se diagnostica mas frecuentemente en 
el periodo tardio (>100 dias post-Tx) con una incidencia que oscila 
entre 4 y 15%. La mayoria de los casos ocurre entre los meses 4 
y 12 post-TCPH. 

Los factores de riesgo para enfermedad tardia son: la infeccion 
y enfermedad por HCMV en los primeros 3 meses post-Tx; la 
EICH cronica que requiera tratamiento inmunosupresor; el uso 
de altas dosis de corticoides y terapias antilinfocitarias; CD4 + < 
50mm 3 y TCPH alogenicos no relacionados, con disparidad HLA, 
con deplecion de celulas T o de sangre de cordon. 

En los TCPH autologos seropositivos, la infeccion y la en- 
fermedad son mucho menos frecuentes, presentandose en 39% y 
1 -5% de los casos, respectivamente. No obstante, la gravedad y la 
evolution de la neumonia es semejante a los TCPH alogenicos. Los 
factores de riesgo para enfermedad son: terapias anti-linfocitarias 
(fludarabina, gammaglobulina anti-linfocitaria, timoglobulina o 
alemtuzumab); y corticoides en altas dosis; la irradiation corporal 
total y la seleccion de CD34L 

2.1.1 Prevention y tratamiento 

La prevention de enfermedad en el TCPH alogenico puede llevarse 
a cabo con dos estrategias: la profilaxis y el tratamiento preven- 
tive (preemptive therapy), siendo esta ultima la mas utilizada 
actualmente en los diferentes centros de Tx. La profilaxis consiste 
en el uso de ganciclovir EV (endovenoso) desde el engraftment 
o desde el dia +10 post-TCPH, hasta el dia + 100 a todos los 
trasplantados HCMV R + o D + . En cambio, para el tratamiento 
preventivo, se realiza un monitoreo semanal o, en pacientes de 
muy alto riesgo, dos veces por semana desde el engraftment hasta 
el dia + 100, con algun marcador de replication viral (antigeno 
pp65, PCR cualitativa o carga viral plasmatica para HCMV). Dado 
que las tecnicas moleculares son las mas sensibles, se emplean de 
preferencia en la actualidad, en especial la carga viral plasmatica. 

Los pacientes que tengan alguno de los factores de riesgo 
para desarrollar enfermedad tardia que fueron mencionados con 
anterioridad, deberan continuar monitoreandose mas alia del dia 
+ 100 post-TX. 

El tratamiento preventivo consiste en una fase de induction 
con ganciclovir EV 5 mg/kg cada 12 h. por 7 a 14 dias, seguido 
por una fase de mantenimiento con 5 mg/kg cada 24 h. hasta la 


negativizacion de las pruebas de replication viral. Los puntos de 
corte para indicar tratamiento varian segun el periodo post TCPH 
(antes o despues del dia +100), la magnitud de la inmunosupre- 
sion, y la opinion de los consensos de expertos de los diferentes 
centros. Pacientes en periodo temprano e inmunosupresion grave, 
con cualquier valor de pp65 y 2 PCR cualitativas positivas deben 
iniciar tratamiento. Respecto de la carga viral plasmatica, siempre 
iniciar tratamiento con > 1000 copias/ml. No obstante, algunos 
expertos recomiendan comenzar tratamiento con >100 a > 500 
copias cuando la inmunosupresion es grave. En periodo tardio los 
puntos de corte para iniciar tratamiento son: > 5 nucleos de pp65, 
2 PCR cualitativas positivas, y una carga viral plasmatica > a 1000 
copias o un incremento mayor a 5 veces respecto del valor previo. 

Hasta ahora solo el gangiclovir EV ha sido aprobado para 
uso en profilaxis y tratamiento preventivo; sin embargo, estudios 
recientes demostraron que valganciclovir oral en dosis de 900 mg 
cada 12 h. fue comparable en lograr la supresion de la replication 
viral. Por este motivo, esta droga puede ser una alternativa valida, 
especialmente para pacientes en periodo tardio. 

Dado que el riesgo de enfermedad en TCPH autologos es me- 
nor, la mayoria de los centros no realiza monitoreo y el tratamiento 
preventivo de rutina, salvo que existan los factores de riesgo para 
enfermedad que fueron mencionados con anterioridad. 

La estrategia de tratamiento de la enfermedad varla segun el 
organo afectado. Ante una neumonia, el tratamiento estandar se 
compone de gangiclovir EV 5 mg/kg cada 12 h. por lo menos 3 
semanas con el agregado de gammaglobulina EV en altas dosis. 
La enfermedad gastrointestinal requiere gangiclovir EV en igual 
dosis que para la neumonia por 3-4 semanas sin gammaglobulina, 
seguido de varias semanas de mantenimiento con una dosis diaria. 
La recurrencia puede observarse hasta en el 30% de los pacientes 
que continuan gravemente inmunodeprimidos. Por esta razon, estos 
pacientes pueden beneficiarse con profilaxis secundaria hasta que 
la inmunodepresion pueda ser reducida. 

El foscarnet es un tratamiento alternativo eficaz que se utilliza 
en pacientes que no puedan recibir gangiclovir. 

2.2 TOS 

Las tres formas de infeccion posibles en el post-Tx son: 

1) Infeccion primaria: receptor negativo y adquisicion de HCMV 
a traves del organo positivo o, menos frecuentemente, a traves 
de transfusiones de sangre. 

2) Reactivation: receptor positivo que reactiva su HCMV latente 
por la inmunosupresion. 

3) Sobreinfeccion: receptor positivo y donante positivo en donde 
el HCMV endogeno (del receptor) o exogeno (del donante) se 
pueden reactivar. Se manifiesta generalmente a partir del 2° mes 
y, los casos en que aparece mas alia del 6° mes se denominan 
tardlos. 

La incidencia de enfermedad por HCMV sin profilaxis es de 
alrededor del 8% en el Tx renal, 25% en el Tx cardiaco, 29% 
en el Tx hepatico, 40% en el Tx pulmonar y cercano al 50% en 
el Tx de pancreas e intestino. 

La infeccion por HCMV produce efectos directos e indirectos. 
Los efectos directos son: 

1) Sindrome viral: fiebre, decaimiento con o sin leucopenia o pla- 
quetopenia. 

2) Enfermedad de organo: es mas frecuente la afectacion del organo 
trasplantado, por ejemplo neumonitis en Tx de pulmon. Una 
localization importante es el tracto gastrointestinal, con slntomas 
como diarrea sanguinolenta y dolor abdominal causadas por 
ulceraciones en la mucosa intestinal. Es muy poco frecuente el 
compromiso de piel, SNC y retina. 

3) Enfermedad diseminada con compromiso de mas de un organo. 
Los efectos indirectos son: 

1) Efecto inmunosupresor secundario: compromete la inmunidad 
celular y favorece particularmente la ocurrencia de las infecciones 
micoticas, por ejemplo por Pneumocystis jirovecii, y otras. 
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2) Relation con los rechazos agudos y cronicos. 

3) Interaction con HHV-6 (mayor inmunosupresion), con EBV 
(Enfermedad linfoproliferativa post-Tx) y con otros virus de la 
familia Herpesviridae. 

4) Vasculopatia: el virus infecta celulas endoteliales e induce pro- 
liferation neointimal. 

5) Disminucion de la sobrevida: se ha reportado mayor mortalidad 
en pacientes con TOS con infection por HCMV en comparacion 
con los no infectados. 


) Corpus 
Editorial 


Los factores de riesgo para la enfermedad son: 1) la infection 
primaria (la forma que mas riesgo de enfermedad presenta, asi como 
de formas graves y de recurrencia); 2) el uso de globulinas anti- 
linfocitarias; y 3) los Tx de pulmon, intestino y pancreas debido a 
la intensidad de la inmunosupresion y a la carga viral del organo 
trasplantado. 

La serologia (detection de anticuerpos Ig G, Ig M) es util para 
determinar la presencia de infection en el receptor (pre- Tx) y en 
el donante, pero no es util en el seguimiento post-TX por la escasa 
sensibilidad del ensayo en pacientes inmunocomprometidos. Para 
detectar la infection primaria o la reactivation pueden utilizarse el 
aislamiento en cultivos celulares de diferentes muestras, el cultivo 
rapido en shell-vial, la detection del antigeno pp65 en sangre y la 
PCR cualitativa. 

La detection de la antigenemia pp65 (Ag pp65) abrio una 
nueva era en el diagnostico de HCMV por su rapidez (6-8 hs.) y 
mayor sensibilidad y especificidad. Por ello se ha convertido en un 
ensayo apto como monitoreo para iniciar el tratamiento preventivo 
o para el tratamiento. Es un ensayo semicuantitativo que se informa 
como el numero de celulas positivas por neutrofilos analizados. 
Se ha demostrado que el mayor numero de celulas positivas se 
correlaciona con enfermedad. 

Las tecnicas de biologia molecular (PCR) pueden detectar 
RNA o DNA viral, ya sea de modo cualitativo o cuantitativo 
(carga viral). Para monitoreo, tanto de replication como de 
respuesta al tratamiento, es preferible la carga viral. Se reco- 
mienda usar la tecnica de PCR en tiempo real, ya que presenta 
mayor precision. 

Estas ultimas 2 tecnicas (Ag pp65 y PCR cuantitativa) son las 
recomendadas actualmente para el seguimiento de estos pacientes, 
si bien aun no existe estandarizacion de los valores de corte para 
ambas. La correlation entre dichas tecnicas es buena, aunque no 
uniforme. 

El diagnostico de enfermedad tisular se efectua por la visualiza- 
tion de cuerpos de inclusion en tejidos o en BAL, o detection del 
virus por inmunohistoquimica o hibridacion in situ. La positividad 
de la PCR cualitativa u otras tecnicas en tejidos no hace diagnostico 
de enfermedad por HCMV. Se esta evaluando el valor de la PCR 
cuantitativa (carga viral) en tejidos para diagnostico. 


con la idea de prevenir la enfermedad. Las 2 tecnicas utilizadas para 
detectar la reactivation e iniciar el tratamiento son: antigenemia 
(Ag pp65) y PCR cuantitativa (carga viral). Se implementa con 
controles virologicos semanales durante 3 a 6 meses, si la Ag pp65 
o la PCR cuantitativa se positivizan (valores de corte discutidos), se 
inicia tratamiento con ganciclovir EV o con valganciclovir, a dosis 
tratamiento, hasta que una o 2 deteiminaciones sean negativas (ha- 
bitualmente alrededor de 2 semanas). Ventajas: reduce el costo y el 
numero de pacientes expuestos a las drogas, con menor posibilidad 
de presentar efectos adversos y de desarrollar resistencia. Ademas, la 
frecuencia de enfermedad por HCMV tardia es menor. Desventajas: 
Depende de un ensayo virologico altamente predictivo y de una 
importante compliance de los pacientes para el control virologico 
sistematico; puede no identificar pacientes en riesgo de enfennar; no 
previene reactivation de otros virus ni efectos indirectos de HCMV, 
que pueden ocurrir con niveles bajos de replication, no detectados 
por estas tecnicas. 

Aun no hay estudios aleatorios que demuestren con claridad 
cual de los 2 ensayos es mas efectivo. Las recomendaciones ac- 
tuates establecen que, si bien ambas estrategias son validas, para 
los pacientes de mayor riesgo (D + /R ), la profilaxis puede presentar 
algunas ventajas. 

Muchos centres utilizan una estrategia mixta: profilaxis para 
los pacientes de alto riesgo y tratamiento preventivo para el resto. 

Tratamiento. Una vez establecida la enfeimedad, debe tratarse 
con alguna de las drogas disponibles. El tratamiento debe ser con- 
tinuado hasta la eradication viral, pero no menos de 2 semanas. 
En casos de infection primaria o carga viral elevada al initio, se 
recomienda prolongar el tratamiento. 

Para el tratamiento de la enfermedad no grave por HCMV, las 
drogas recomendadas son: ganciclovir EV (5 mg/kg cadal2 h.) o 
valganciclovir 900 mg cada 12 hs. El estudio VICTOR demuestra que 
valganciclovir a dosis de 1 800 mg/d no es inferior a ganciclovir EV 
en el tratamiento de la enfermedad por HCMV no grave en adultos. 
En casos de alergia, efectos adversos o resistencia pueden utilizarse 
foscamet o cidofovir (esta ultima no esta disponible en Argentina). 

3. Virus Epstein-Barr (EBV) 

El EBV puede dar origen a la enfermedad linfoproliferativa post- 
trasplante (ELPT). Luego de la infection primaria en pacientes inmu- 
nocompetentes, el genoma del EBV forma un episoma y permanece 
latente en los linfocitos B de memoria. En ciertos inmunocompro- 
metidos, como los pacientes que reciben un Tx, se pierde el control 
critico de crecimiento de celulas B ejercido por las celulas T. Esto 
determina una marcada proliferation de las celulas B infectadas por 
EBV desencadenando una hiperplasia o un tumor. 

3.1. TCPH 


2.2.1 Prevention y tratamiento 

Prevention: existen 2 estrategias para la prevention de la enfermedad 
por HCMV en TOS. 

Profilaxis universal. Consiste en la administration de drogas 
antivirales a todos los Tx, independientemente del estado serologico 
R/D, o a subpoblaciones de alto riesgo ( missmatch , tratamiento con 
timoglobulina o Tx de pulmon e intestino). Las drogas recomendadas 
por consensos intemacionales en 2009 y 2010 son: ganciclovir (EV u 
oral), valganciclovir y valaciclovir, este ultimo solamente en Tx renal. 

La duration de la profilaxis se extiende por 3-6 meses. Ventajas: 
previene efectos directos e indirectos de HCMV, puede prevenir 
ademas la reactivation de otros virus (HHV-6, HHV-7 y EBV) y 
no depende de la detection virologica de la reactivation. Desven- 
tajas: mayor costo, puede favorecer la emergencia de resistencia de 
HCMV, mayor posibilidad de efectos adversos a las drogas, mayor 
posibilidad de enfermedad tardia por HCMV. 

Tratamiento preventivo (Preemptive therapy). Consiste en la 
administracion de drogas antivirales a aquellos pacientes en los cuales 
se detecta reactivation virologica por diagnostico de laboratorio, 


La mayorla de los casos de ELPT se observan en TPCH con donantes 
y receptores seropositivos, siendo la linfoproliferacion originada 
a partir del donante, motivo por el que esta entidad es usualmente 
patrimonio de los TCPH alogenicos. La infection primaria con EBV 
tambien puede ocasionar ELPT, aunque esta es mas frecuente en 
poblacion pediatrica. Los factores de riesgo incluyen: depletion de 
celulas T, disparidad ( mismatch ) de HLA, terapias anti-linfocitarias y 
anti-EICH, y TCPH por inmunodeficiencias primarias. La incidencia 
en pacientes con factores de riesgo es de 5,7-24%. El tiempo medio 
de presentation fluctua entre 70 a 90 dias post-Tx y el espectro 
clinico es variado: fiebre y slntomas generales relacionados con la 
infection viral, adenopatias, lesiones por masa, disfuncion organica 
y slntomas relacionados al linfoma. 

Con respecto al TOS, la ELPT en TCPH tiene una mayor inci- 
dencia de enfermedad diseminada y fulminante, con una mortalidad 
del 90%. 

El diagnostico se confirma mediante estudios histopatologicos e 
hibridacion in situ de RNA temprano ( EBER) y por PCR para EBV. El 
monitoreo de la carga viral plasmatica en pacientes de alto riesgo puede 
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Organ Transplant Patient". En: Robert H Rubin, MD y Lowell S. Young, MD, Eds. Clinical Approach to Infection in the com- 
promised Host. N. York: Kluwer Academic /Plenum Publishers, 2003; pag. 584. post-TOS: post-trasplante de organo solido. 


tener un rol en la prevencion de ELPT dado que posee una sensibilidad 
de 94-100% y un valor predictivo negativo de 100%. Usualmente se 
observa un incremento significativo 3 semanas previas a la aparicion 
de enfermedad. La estrategia primaria consiste en la reduccion de la 
inmunosupresion y, en caso de no ser posible o no obtenerse resultados 
satisfactorios, el uso de rituximab como tratamiento preventivo puede 
prevenir la aparicion de ELPT. 

Tratamiento. El pilar del tratamiento es la reduccion de la inmu- 
nosupresion. Diferentes antivirales se han utilizado sin exito compro- 
bado. Otras opciones de tratamiento incluyen: rituximab (anticuerpos 
monoclonales anti-CD20), regimenes de quimioterapia convencional, 
resection quirurgica o radioterapia local, terapias con citoquinas e 
inmunoterapia adoptiva. 

3.2 TOS 

El EBV puede reactivarse o transmitirse a traves del injerto causando 
infeccion primaria, siendo mucho mas probable en ninos, ya que mas 
del 90% de los adultos es seropositivo. Se manifiesta como sindrome 
mononucleosiforme o ELPT, que puede aparecer en ganglios o ser extra- 
ganglionar con compromiso de multiples organos e inclusive del injerto. 
Existe la forma temprana, dentro del ano post-Tx y la tardia, en la que 
el rol del EBV es incierto. Los factores de riesgo para desarrollar ELPT 
son: D + / R , inmunosupresion excesiva, en especial el uso de globulinas 
anti-linfocitarias y la enfermedad previa por E1CMV. 

En ninos es tres veces mas frecuente que en adultos. El mayor 
riesgo lo presenta el Tx de intestino (hasta 32%); los receptores de Tx 
de higado, pancreas, pulmon y corazon presentan riesgo moderado 
(3-12%). El Tx renal presenta relativamente bajo riesgo (1-2%). 

El diagnostico se efectua mediante examen histopatologico, de 
igual manera que en el TCPE1. La carga viral de EBV esta siendo 
estudiada para diagnostico de ELPT. Datos recientes demuestran 
que una baja carga tiene buen valor predictivo negativo, no asi las 
cargas virales elevadas como valor predictivo positivo (VPP). Exis- 
ten algunos datos que apoyan el monitoreo con carga viral de EBV 
en los pacientes de alto riesgo de desarrollar ELPT. Las muestras 
deben ser semanales, sobre todo en los perfodos de mayor riesgo. 
Las estrategias de prevencion propuestas ante el aumento de la carga 
viral son la reduccion de la inmunosupresion solamente, o con la 


administration simultanea de antivirales + inmunoglobulinas. Si 
bien existen algunos reportes de disminucion de la incidencia de 
ELPT con estas estrategias, no existe suficiente evidencia como 
para recomendar un manejo preventivo determinado. 

El tratamiento se basa en la disminucion de la inmunosupresion; 
el uso de antivirales es controvertido. La quimioterapia convencional 
y el rituximab inducen remision completa en alrededor de 2/3 de 
los casos. 

4. Virus herpes simplex (HSV) 

Las manifestaciones clinicas de la infeccion por HSV en Tx son 
mas frecuentes, mas severas y mas prolongadas que en la pobla- 
cion inmunocompetente. Solo el 2% de los episodios representan 
infecciones primarias. La reactivation del HSV ocurre en el 70-80% 
de los pacientes seropositivos pre-Tx en ausencia de profilaxis, y 
la forma de presentation mas comun es la mucocutanea. Si bien 
inicialmente se asemeja a la observada en el hospedador normal, 
los pacientes con Tx debido a la inmunosupresion pueden tener 
una elimination viral prolongada, mayor invasion, retraso en la cu- 
racion y tendencia a la diseminacion. El 85% de las lesiones son 
oro-labiales, pudiendo comprometer ademas la mucosa gingival, 
paladar, lengua, faringe y piel perilabial. Le sigue en frecuencia la 
localization genital o perianal. La esofagitis y neumonitis son mucho 
menos frecuentes y se producen usualmente como consecuencia de 
extension de un foco primario mucocutaneo. La diseminacion por 
viremia con compromiso de multiples organos es un evento grave 
pero afortunadamente infrecuente. 

El diagnostico virologico se realiza mediante aislamiento en 
cultivo o por detection directa de antigenos. La PCR es la tecnicas 
de election para detection del virus en LCR. 

4.1. TCPH 

La mayoria de las infecciones se presenta en el perfodo pre-egraftment 
y son infrecuentes mas alia de los 60 dlas del Tx. Las erosiones y 
ulceras en cavidad oral pueden ocasionar intenso dolor, predisponen 
a sobreinfecciones bacterianas y ftingicas y son diffciles de distinguir 
de la mucositis inducida por la quimioterapia, por lo que es necesario 
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realizar cultivo viral ante la sospecha cllnica. Las formas graves o 
potencialmente graves deben recibir tratamiento con aciclovir EV, 
en tanto que los cuadros mas leves pueden tratarse con aciclovir oral, 
valaciclovir o famciclovir. El tratamiento debe continuarse hasta la 
completa resolucion de las lesiones, siendo de aproximadamente de 
10 dias en la mayoria de los casos. La profilaxis con aciclovir EV en 
dosis de 250 mg/m 2 cada 12 h. u oral en dosis de 400-800 mg cada 
12 h., o valaciclovir 500 mg cada 12 h. en pacientes seropositivos 
pre-Tx es altamente efectiva, reduciendo la incidencia del 70 al 5% 
o menos, motivo por el que se utiliza de rutina desde la administra- 
tion de la quimioterapia hasta el engraftment, o hasta la resolucion 
de la mucositis, lo que ocurra mas tarde. La profilaxis mas alia del 
dia 30 debe considerarse en pacientes con historia de episodios de 
HSV recurrentes. 

4.2. TOS 

En estos pacientes el HSV suele aparecer precozmente dentro del 
primer mes post-Tx. Se pueden desarrollar ulceraciones mucocutaneas 
cronicas y extensas, de apariencia atipica, que requieren de biopsia 
o cultivos virales para su diagnostico. La localization oro-labial es 
la mas frecuente. Puede presentarse como gingivoestomatitis, con 
graves dificultades para la nutrition, pudiendo propagarse a esofago 
y pulmon. El tratamiento no ofrece diferencias respecto del TCPH. 
La profilaxis en el TOS es segura y efectiva, aunque su uso no es tan 
frecuente como en el TCPH. La profilaxis deberia ser considerada 
para todos los receptores de Tx seropositivos para HSV-1 y -2, que 
no reciban profilaxis para HCMV. 

La intensification de la inmunosupresion para tratamiento de 
rechazos se ha asociado con recurrencias del HSV, aunque usualmente 
no son formas graves. 

La dosis de aciclovir de 200 mg cada 6 u 8 h. ha demostrado ser 
efectiva para profilaxis, asi como 400 u 800 mg cada 1 2 h. La mayoria 
de las reactivaciones ocurre durante el primer mes post-Tx, por lo 
cual la duration de la profilaxis deberia extenderse por ese periodo. 

5. Virus varicela-zoster (VZV) 

Dado que mas del 90% de los adultos se encuentra infectado en 
forma latente por VZV, la infection primaria ocurre sobre todo en 
ninos. En pacientes con Tx sin tratamiento apropiado, la varicela 
es usualmente grave, con lesiones multiples y de mayor duration. 
Puede complicarse con lesiones bullosas, hemorragicas, purpura 
fulminans, fascitis necrotizante y sobreinfecciones bacterianas. 
Asimismo, en 30-50% de los casos ocurre compromiso visceral, 
especialmente neumonitis y hepatitis con una mortalidad del 20%. 
Sin embargo, si se realiza tratamiento precoz y apropiado con 
aciclovir EV, las complicaciones viscerales son poco frecuentes 
y la mortalidad es baja. El diagnostico generalmente es cllnico, 
pero puede ser necesario el diagnostico virologico en las lesiones 
atfpicas o viscerales. 

5.1. TCPH 

La incidencia de herpes zoster (HZ) en los primeros 12 meses post-Tx 
es de 20 a 40%, siendo semejante en TCPH autologos y alogenicos. 
Los factores que incrementan el riesgo de HZ son: linfomas como 
enfermedad de base, linfocitopenia, terapias anti-linfocitarias y epi- 
sodios de HZ pre-Tx. El tiempo medio de aparicion es a los 5 meses, 
y entre el 78 a 85% de los episodios ocurre en el primer ano post-Tx. 
La presentation clinica initial es semejante a la del hospedador nor- 
mal, pero usualmente el tiempo de duration del brote y la completa 
resolucion de las lesiones son mayores. El compromiso de mas de un 
dermatoma es mas frecuente y la diseminacion cutanea a partir de 
un dermatoma se observa en 1 5 a 30% de los episodios y es mayor 
en TCPH alogenicos. La recurrencia ocurre en menos del 5% de los 
casos. Entre 15 a 20% de los episodios puede presentarse de inicio 
como zoster atipico diseminado semejando varicela con alto riesgo 
de diseminacion visceral. 


El tratamiento de la varicela consiste en la administration de 
aciclovir EV 10 mg/kg cada 8 h. por 7 a 10 dias, y debe iniciarse lo 
antes posible. Puede considerarse el pasaje a tratamiento oral con 
aciclovir 800 mg 5 veces al dia o valaciclovir lg. cada 8 h. cuando 
el paciente se encuentre afebril y sin formation de nuevas lesiones. 

El tratamiento del HZ debe iniciarse con aciclovir EV en igual 
dosis que para varicela en Tx. gravemente inmunodeprimidos (TCPH 
alogenicos en los primeros 4 meses, EICH aguda y cronica y cualquier 
Tx que requiera tratamiento inmunosupresor intenso, incluyendo tra- 
tamiento anti-rechazo), y en casos de HZ con compromiso oftalmico 
u otico. Una vez controlada la infection puede realizarse el pasaje a 
la via oral. Los pacientes con menor nivel de inmunosupresion, como 
la mayoria de los TOS y TCPH autologos pueden iniciar tratamiento 
por via oral. En todos los casos la duration sera de 10 a 14 dias o 
hasta la completa resolucion de las lesiones. 

Las estrategias de prevention comprenden: a) profilaxis post- 
exposition a varicela, HZ o rash por vacuna antivaricela: a pacientes 
VZV seronegativos (TCPH alogenicos < 24 meses post-Tx. o > 24 
meses con EICH o con tratamiento inmunosupresor) y pacientes 
VZV seropositivos gravemente inmunodeprimidos, con altas dosis 
de corticoides, terapias anti-linfocitarias o depletion linfocitaria. En 
estos casos las altemativas consisten en la administration de IgG 
anti-VZV dentro de las 96 h. del contacto, o aciclovir o valaciclovir 
entre los dias 3 y 22 post-exposition, b) Profilaxis de reactivation 
de HZ: administration de aciclovir o valaciclovir a pacientes con 
TCPH hasta los 12 meses pos-Tx. La profilaxis se prolonga mas alia 
del ano en caso de EICH y tratamiento inmunosupresor. 

5.2 TOS 

La enfermedad post-Tx en adultos es causada mucho mas frecuen- 
temente por reactivation (HZ) que por infection primaria (varicela). 
El riesgo de reactivation depende en gran medida de la intensidad 
de la inmunosupresion en el post-Tx. La aparicion es mas tardia 
que HSV, presentandose generalmente luego de los 3 meses. La 
incidencia de HZ es de 2 a 10% en el Tx renal y hepatico y de 20% 
en el Tx cardiaco. Puede ser dermatomico o generalizado (zoster 
generalizado atipico); este ultimo caso presenta alto riesgo de com- 
promiso visceral. La diseminacion hematogena al ojo puede causar 
necrosis retinal aguda y ceguera. 

Para la prevention, es importante la vacunacion de los candidatos 
seronegativos antes del trasplante. En cuanto a la profilaxis pos- 
exposicion con antivirales, debido a la impredecible absorcion del 
aciclovir oral, el valaciclovir, con mejor biodisponibilidad, podria 
ser preferido. La recomendacion actual es un curso de 7 dias de 
aciclovir o valaciclovir, comenzando 7 a 10 dias luego del contacto. 
En pacientes gravemente inmunocomprometidos, algunos expertos 
sugieren prolongar la duration de la profilaxis, desde el dia 3 al 22, 
luego del contacto. 

6. Herpesvirus humano 6 (HHV-6) 

La infection primaria con HHV-6 ocurre en los primeros anos de vida 
y, al igual que otros herpesvirus, tiene la capacidad de permanecer 
latente. Mas del 90% de los adultos tiene evidencia serologica de 
infection; por lo tanto, la mayoria de las infecciones por este virus 
en el post-Tx son reactivaciones. 

6.1. TCPH 

La reactivation ocurre en 33 a 48% de los pacientes, siendo semejante 
en autologos y alogenicos, con una media de 17 a 23 dias; en mas 
del 75% de los casos se presenta dentro de los 30 dias post-Tx. La 
reactivation es persistente en alrededor del 40% de los pacientes 
y la infection sintomatica es mas frecuente en TCPH que en TOS. 
Las manifestaciones clinicas mas usuales son fiebre con o sin rash 
y mielosupresion, sobre todo retraso del engraftment, de plaquetas y 
globulos blancos. El compromiso de organos en forma de encefalitis 
o disfuncion del SNC, neumonitis, hepatitis y gastroduodenitis son 
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mucho menos frecuentes. Asimismo, por su efecto inmunomodula- 
dor, este virus facilita la reactivacion de HCMV. La relacion entre 
infeccion por HHV-6 y el desarrollo de EICH y el incremento de 
la mortalidad post-Tx ha sido sugerida en algunos estudios. Los 
factores de riesgo relacionados con la infeccion post-Tx son: uso 
de anticuerpos anti-linfocitarios, Tx no relacionados y mismatched , 
enfermedad hematologica fuera de primera remision, uso de corti- 
coides y edades tempranas. 

El diagnostico puede realizarse por cultivo en shell-vial , antige- 
nemia o deteccion de DNApor PCR en leucocitos o plasma. Debido 
a su alta sensibilidad y especificidad para definir infeccion activa, 
la PCR cuantitativa es el ensayo recomendado para diagnostico en 
sangre periferica y lfquido cefaloraqufdeo. Ninguna droga antiviral 
esta aprobada para tratamiento de infecciones por HHV-6; sin em- 
bargo, ganciclovir, foscarnet y cidofovir han sido utilizados en base 
a datos de efectividad in vitro y a reportes de casos. 

6.2 TOS 

Aunque la mayorfa de las infecciones son por reactivacion, se ha 
descrito la transmision con el injerto. Se ha reportado una incidencia 
de infeccion en 38 a 55% en los Tx renales, 22 a 40% en Tx hepa- 
tico y 57% en Tx de pulmon y cardiopulmonar. La mayoria de las 
infecciones son precoces ocurriendo entre 2 a 4 semanas post-Tx. A1 
igual que el HCMV, el HHV-6 causa efectos directos e indirectos. 
Los efectos directos son: 1) sindrome viral (con o sin rash, similar 
al producido por HCMV); 2) mielosupresion (la leucopenia es la 
manifestation mas frecuente); 3) encefalitis (si bien su patogenici- 
dad en el SNC en estos pacientes no esta firmemente demostrada, 
es mas frecuente la presencia de alteraciones neurologicas de causa 
no aclarada en pacientes con viremia por HHV-6 (29%) comparada 
con pacientes sin viremia (6%). Las manifestaciones mas frecuentes 
son cefalea, confusion, coma y convulsiones. Los signos de foco son 
infrecuentes, pudiendose observar pleocitosis en el LCR del 50% 
de los pacientes. Los efectos indirectos promovidos por el HHV- 
6 estan asociados a su efecto inmunosupresor, que facilita otras 
infecciones como enfermedad de organo por HCMV e infecciones 
fungicas invasivas, y a su relacion con los rechazos, que hasta el 
momento es controvertida. 

Las consideraciones en cuanto al diagnostico y al tratamiento 
son las mismas que para el TCPH. 

7. Herpesvirus humano 7 (HHV-7) 

Al igual que con HHV-6, es frecuente la infeccion latente en adul- 
tos. Este virus presenta un tropismo selectivo por linfocitos CD4 + . 
Es posible detectar viremia por HHV-7 en alrededor del 40% de 
los Tx renales y 57% de los TCPH, utilizando PCR para detectar 
el DNA viral en celulas mononucleares perifericas. Sin embargo, 
no se ha dilucidado aun el rol patogenico de HHV-7 en pacientes 
trasplantados. Podrfa ser un cofactor en la enfermedad por HCMV; 
se ha descrito una posible asociacion con bronquiolitis obbterante 
en Tx de pulmon y con encefalitis fatal en un paciente con TCPH. 
Existen datos controvertidos sobre la sensibilidad in vitro de este 
virus a drogas como ganciclovir y cidofovir, pero hay muy escasos 
datos referidos a su eficacia clfnica. 

8. Herpesvirus humano 8 (HHV-8) 

Es un virus transformante capaz de inducir tumores en el hospedador, 
tales como el sarcoma de Kaposi (SK). Otras enfermedades neopla- 
sicas menos frecuentes asociadas con este virus son la enfermedad 
de Castleman y el linfoma primario de cavidades. Tambien se lo 
ha reportado como causa potencial de mielosupresion y gammapa- 
tfa monoclonal en pacientes transplantados. El HHV-8 promueve 
angiogenesis, basicamente mediante la production de citoquinas. 
Las celulas caracterfsticas llamadas en huso parecen derivar de una 
celula mesenquimatica pluripotencial. La incidencia del SK en Tx 
es paralela a la seroprevalencia de HHV-8 en la region, 0-5% en 


EE.UU., Europa del Norte y Asia, 5-20% en la zona del Medite- 
rraneo y Medio Oriente y >50% en algunas regiones de Africa. La 
diferencia a favor del genero masculino en SK asociado al Tx es 
menos pronunciada: M/F: 2-3/1. La mayoria de los SKpos-Tx es 
atribuible a la reactivacion del virus, pero puede existir transmision 
con el injerto. La seroconversion es de 2 a 12 % (mayor en Tx he- 
patico que renal). Se produce alrededor de los 5 meses y precede al 
desarrollo de SK en 11.5 meses. El tiempo de aparicion promedio 
de SK en el periodo pos-Tx es de 30 meses, con un rango de 3 a 124 
meses, siendo uno de los tumores mas precoces en desarrollarse. La 
carga viral, medida por PCR, se correlaciona con la progresion del 
SK, tambien es util para el seguimiento del tratamiento. En TCPH 
los reportes de SK son muy escasos. Se ha descripto la vinculacion 
del HHV8 con fallo del injerto. 

Si bien el compromiso cutaneo es el mas frecuente, cerca del 
40% de los pacientes presentan compromiso visceral (gastrointestinal, 
pulmonar, vejiga, laringe, etc.). 

El tratamiento mas importante es la reduction de la inmuno- 
supresion. Se produce remision mas frecuentemente en las formas 
cutaneas, aunque con el costo de perdida del injerto en mas de la mitad 
de los casos. Se debe considerar el cambio de la inmunosupresion: 
de inhibidores de calcineurina a sirolimus (o rapamicina) ya que 
presenta propiedades antiproliferativas que pueden ser utiles en el 
tratamiento del SK. Se ha descripto la desaparicion de las lesiones 
con el uso de esta droga. En los pacientes que presentan compromiso 
visceral o enfermedad diseminada, se obtiene menor respuesta, y debe 
recurrirse a otros tratamientos, como quimioterapia con doxormbicina, 
bleomicina y vincristina. En los casos que recibieron un nuevo Tx 
luego de la remision, se observo que la recurrencia del tumor es casi 
universal, por lo que el re-trasplante no esta recomendado. 


Los virus respiratorios tienen un impacto significative en la morbili- | j 
dad y mortalidad de pacientes con Tx, causando un amplio rango de 
enfermedades que incluyen desde la infection respiratoria alta autoli- 
mitada hasta la neumonia y aun la enfermedad diseminada. Ademas, 
la infeccion viral puede predisponer a infecciones secundarias por 
bacterias y hongos. La facilidad con que estos virus se transmiten y 
la prolongation de su excretion en el contexto de inmunosupresion 
plantean serios problemas epidemiologicos tanto en la comunidad 
como en el hospital. Si bien el virus sincicial respiratorio (RSV), 
influenza, parainfluenza y adenovirus son los principales patogenos, 
los coronavirus, los rhinovirus y el metapneumovirus humano han 
emergido en los ultimos anos como causas de enfermedad grave en 
esta poblacion. 


En general, el comienzo de infecciones por virus respiratorios en 
TCPH se correlaciona con la prevalencia de los virus circulantes en 
la comunidad. Los pacientes con TCPH pueden tener manifestaciones 
atipicas y la fiebre puede estar ausente. 

El riesgo de infeccion por virus respiratorios y la gravedad de 
los mismos se correlacionan con la adquisicion en el post-Tx tem- 
prano, la presencia de EICH, el TCPH alogenico y la linfopenia. 
La excretion viral es mas prolongada que en inmunocompetentes, 
siendo en algunos casos de varias semanas a varios meses. Esta 
puede prolongarse aun en presencia de tratamiento, contribuyendo 
a la aparicion de resistencia. Finalmente, pueden ocasionar secuelas 
a largo plazo como la obstruction al flujo aereo. El diagnostico se 
realiza mediante cultivo, deteccion de antlgenos y por tecnicas mo- 
leculares. Estas ultimas, debido a su mayor sensibilidad constituyen 
el procedimiento de preferencia en pacientes inmunodeprimidos. 

Virus sincicial respiratorio. En TCPH tiene una incidencia de 
1 ,8% a 10% y comprende el 24 a 3 1% de los virus detectados en 
pacientes con infecciones respiratorias. Si bien la mayoria se adquie- 
ren en la comunidad, un porcentaje significativo son de adquisicion 
hospitalaria, pudiendo ocasionar brotes en unidades de TCPH. El 


9. Virus respiratorios 


9.1 TCPH 
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80% a 90% de los pacientes comienza con sintomas de infeccion 
respiratoria alta y el 40% progresa a neumonia con una media de 7 
dias. Los factores de riesgo para neumonia grave son: adquisicion 
en el perfodo pr e-engraftment y hasta los 30 dias post-Tx; edad 
avanzada; presencia de enfermedad pulmonar cronica pre-existente; 
linfopenia y presencia de EICH. Hasta un 30% de pacientes presenta 
coinfecciones con patogenos bacterianos y fungicos, lo que determina 
una peor evolucion. La mortalidad por neumonia oscila entre 6,5 
y 45%, aunque en pacientes con enfermedad grave que no reciben 
tratamiento o este se implementa en tardfamente dicha tasa puede 
ascender hasta el 80% 

El tratamiento recomendado para la neumonia es la ribavirina 
aerosolizada, pero no se encuentra disponible en nuestro pais. La 
evidencia de su eficacia en esta poblacion ha sido dispar en los dife- 
rentes estudios publicados. Sin embargo, parecerfa ser muy importante 
el momenta del inicio del tratamiento, ya que los datos disponibles 
sugieren que cuando este se comienza luego de la falla respiratoria, es 
usualmente insatisfactorio. Asimismo, la presencia de copatogenos, 
en especial los hongos, como asi tambien la presencia de linfopenia 
juegan un rol importante en la peor evolucion. 

Reportes de los ultimos afios sugieren que la ribavirina oral 
podria ser utilizada para el tratamiento de la infeccion respiratoria 
alta y neumonia en estos pacientes. Sin embargo, la evidencia es 
escasa por lo que aun no puede ser recomendada. 

El rol de otras terapias tales como la gammaglobulina en altas 
dosis asociada a ribavirina aerosolizada u oral o los anticuerpos anti- 
RSV (palivizumab y motavizumab) no esta claramente establecido 
en esta poblacion. 

Consensos de expertos recomiendan el tratamiento preventivo 
con ribavirina aerosolizada a pacientes con infeccion respiratoria alta 
por virus sincicial respiratorio para evitar la progresion a neumonia, 
sobre todo en TCPH durante los primeros 3 meses post-Tx., con 
linfopenia o con enfermedad pulmonar pre-existente. 

Parainfluenza. En TCPH tiene una incidencia de 4 a 7% y se lo 
ha encontrado en 4 a 11% de pacientes con sintomas respiratorios. 
La progresion a neumonia ocurre en 18 a 44% con una mortalidad 
del 35%. Los factores de riesgo para desarrollar neumonia son pre- 
sencia de linfopenia y uso de altas dosis de corticoides. En la mitad 
de los casos se encuentra asociado a otros patogenos. La excrecion 
asintomatica es frecuente y la obstruction al flujo aereo es una com- 
plication importante que ocurre tanto con la neumonia como con la 
infeccion respiratoria alta. 

No existen antivirales con probada eficacia clinica. La riba- 
virina es activa in vitro, aunque la evidencia publicada del uso en 
forma aerosolizada con o sin gammaglobulina EV no demostraron 
efectos beneficiosos en la evolucion de neumonias ni reduction en 
la excrecion viral. 

Influenza. En TCPH el virus de influenza estacional tiene una 
incidencia de 1 a 3% y comprende el 9 a 47% de los virus detec - 
tados en pacientes con infeccion respiratoria durante el invierno. 
La progresion a neumonia ocurre en el 18% de los casos, con una 
mortalidad que alcanza el 4,7 - 28%. Los factores de riesgo para la 
enfermedad grave y la neumonia son la infeccion en post-Tx. tem- 
prano y presencia de linfopenia. Si bien las manifestaciones clmicas 
son semejantes a las presentadas en pacientes inmunocompetentes, 
las mialgias y la fiebre son menos frecuentes. 

En 2009 surgio la pandemia del nuevo virus influenza A (H INI), 
determinando un impacto significativo en poblaciones de riesgo, 
incluyendo pacientes con cancer y TCPH. Un estudio observational 
realizado en 12 centres de Buenos Aires, incluyo 61 pacientes con 
cancer e influenza A (H1N1), de los cuales 15 habian recibido un 
TCPH. Se documento neumonia en 66% de los pacientes, 75% re- 
quirio alternation, 20% necesito asistencia respiratoria mecanica y la 
mortalidad global a 30 dias fue del 1 8%. La presencia de linfopenia 
fue el unico factor de riesgo independiente que se correlaciono con 
una mala evolucion. Estos datos confirman el marcado impacto de 
este nuevo virus en poblacion de pacientes onco-hematologicos. 

A diferencia de otros virus respiratorios, existen antivirales con 
probada eficacia tanto para tratamiento como para profilaxis, como 


asi tambien vacunas efectivas. Dado la altisima tasa de resistencia a 
amantadina y a rimantadina del virus influenza (H3N2), los unicos 
antivirales recomendados actualmente para influenza estacional y 
H INI son los inhibidores de la neuraminidasa (oseltamivir y zana- 
mivir) que son activos para influenza A y B. Una nueva droga de 
este grupo, el peramivir, se encuentra actualmente en evaluation. 
Estudios en pacientes con TCPH, han demostrado que el tratamiento 
temprano con estos antivirales reducen la progresion a neumonia y 
tambien la mortalidad. Por este motivo, deben prescribirse a todos 
los pacientes con cuadro de influenza. 

Debido a la excrecion viral prolongada en estos pacientes, algunos 
expertos recomiendan utilizar cursos mas prolongados en pacientes 
con neumonias (10 dias) en lugar de los 5 dias de tratamiento habi- 
tual. Asimismo, en casos de enfermedad grave, se sugiere considerar 
utilizar dosis mas elevadas de oseltamivir (150 mg cada 12 h.) en 
lugar de 75 mg cada 12 h. 

Las estrategias de prevention comprenden: a) uso de oseltamivir 
post-exposition en pacientes que tienen contacto con influenza y 
profilaxis prolongada durante el brote en la comunidad en pacien- 
tes no vacunados y gravemente inmunodeprimidos; b) vacunacion 
con vacuna trivalente (que incluye H1N1) a pacientes con TCPH a 
partir de los meses 4 a 6 post-Tx, como asi tambien a los contactos 
convivientes y al personal de salud que atienda a estos pacientes. 

9.2 TOS 

Estos cuadros presentan en general importante morbi-mortalidad 
tanto en ninos como en adultos. Se considera que la importancia de 
estos virus en el contexto de receptores de TOS esta subestimada. 
Algunos estudios en pacientes adultos y pediatricos con TOS han 
documentado una prevalencia de infeccion por virus respiratorios 
de aproximadamente 3% en Tx renal, 8% en Tx hepatico, 21% en 
Tx pulmonar y 29% en Tx intestinal. Los factores de riesgo para una 
mala evolucion fueron: las edades tempranas, la infeccion dentro 
del mes post-Tx y la grave inmunosupresion. Si bien la mortalidad 
es relativamente mas baja que en el TCPH, la morbilidad a largo 
plazo es significativa. 

Virus sincicial respiratorio. Es un paramixovirus, que causa 
enfermedad respiratoria en epidemias estacionales. Los factores de 
riesgo para enfermedad grave en pacientes con TOS son: edad < 1 
ano; enfermedad pulmonar subyacente; adquisicion de la infeccion 
temprana luego del Tx; o el aumento de la inmunosupresion. 

En cuanto a la prevention, no existen vacunas contra este virus. 
Se debe implementar el aislamiento estandard para todos los casos 
sospechosos o confirmados. Se ha demostrado que la profilaxis con 
palivizumab (anticuerpo monoclonal especifico) para ninos de alto 
riesgo es efectiva. No existen estudios en Tx ni en pacientes adultos. 
Sin embargo, algunos expertos recomiendan su uso en menores de 
1 ano, que reciben un Tx durante los brotes epidemicos de sincicial 
respiratorio. 

Para el tratamiento, se recomiendan medidas de soporte y di- 
minution de la inmunosupresion. El uso de drogas antivirales es 
discutido. La ribavirina posee actividad in vitro y su uso en forma 
aerosolizada file aprobado para infecciones por este virus. Existen 
reportes de tratamiento exitoso en pacientes con Tx de pulmon con 
ribavirina oral + intravenosa. Basado en la experiencia del Tx pedia- 
trico, y a diferencia del TCPH, no se recomienda el uso de ribavirina 
en aerosol en pacientes con enfermedad de via aerea superior y sin 
factores de riesgo asociados a gravedad en el TOS. 

Parainfluenza. La enfermedad por este virus puede ser grave, 
especialmente en Tx de pulmon y en todos los Tx pediatricos. Aunque 
todos los virus respiratorios se asocian con riesgo de bronquiolitis 
obliterante en Tx de pulmon, la asociacion con parainfluenza es 
mas fuerte. 

En cuanto a la prevention, no existen vacunas contra este vims, ni 
drogas antivirales. Se deben implementar las medidas de aislamiento 
estandard en los casos de infeccion. 

La ribavirina presenta actividad in vitro contra el vims y se ha 
utilizado para el tratamiento de neumonias en receptores de Tx de 
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pulmon. Algunos expertos recomiendan la asociacion con gamma- 
globulina EV en altas dosis. 

Influenza. Causa epidemias todos los anos en los meses de 
inviemo, asociadas con importante morbimortalidad en algunos 
grupos. En pacientes con TOS influenza se asocia: con importante 
morbilidad. una alta proportion de complicaciones pulmonares y 
extrapulmonares, y alto Indice de asociacion con rechazo, sobre 
todo en Tx de pulmon. 

La demora en el inicio del tratamiento se ha asociado significativa- 
mente con enfermedad grave y muerte en los pacientes trasplantados. 

En 2009, la pandemia de influenza por el nuevo virus H1N1 
ha planteando interrogantes acerca de diferencias y similitudes en 
cuanto a gravedad en los pacientes con TOS. Se realizo un estudio 
retrospectivo, en 10 centres de Argentina, para analizar datos de 
pacientes trasplantados e infectados por el virus. Se incluyeron 77 
pacientes, de los cuales 44 (57%) requirieron intemacion, 10 de ellos 
en Terapia Intensiva. El 49% de los pacientes presento neumonia, 6 
pacientes fallecieron a causa de la influenza (7,8%). 

Las estrategias de prevencion son similares a las planteadas en 
TCPH, excepto que la profilaxis prolongada durante el brote en la 
comunidad no estarfa indicada. Las consideraciones en cuanto al 
tratamiento no difieren de las de TCPH. 

En el Tx renal el impacto del virus influenza es diferente en ninos 
y en adultos. En ninos, con frecuencia motiva la hospitalization, 
desencadena complicaciones en el 42% y tiene una mortalidad de 
alrededor del 8%, en tanto que en adultos usualmente causa enfer- 
medad leve y practicamente sin mortalidad. Las consideraciones 
sobre tratamiento y prevencion son las mismas que para el TCPH. 

lO. Virus hepatitis B (HBV) 

10.1. TCPH 

La infeccion por HBV en receptores de TCPH puede ocurrir como 
consecuencia de transfusiones de hemoderivados, transmision por 
el donante, reactivacion de infeccion preexistente, o mas raramente 
transmision sexual, siendo una causa frecuente de disfuncion hepatica. 

La presencia de HBV en el receptor o donante no constituye una 
contraindicacion para el TCPH. No obstante, en caso de receptores 
HBV seronegativos, se prefieren donantes sin HBV, dado que si el 
donante es seropositivo la transmision al receptor sera del 30-50% y la 
presencia de carga viral plasmatica elevada en el donante predispone 
a hepatitis en el post-Tx. En caso de que el unico donante disponible 
tenga HBs Ag (+), las estrategias de prevencion comprenden: vacu- 
nar al receptor previo al Tx; la administration de gammaglobulina 
hiperinmune anti-Hepatitis B (HIBIG); y el tratamiento al donante 
con lamivudina, entecavir o tenofovir hasta lograr una carga viral 
indetectable pervio al Tx. 

Los receptores HBs Ag (+) tienen una incidencia de alrededor de 
75% de hepatitis en el post-Tx. temprano y en 30-50% de los casos 
sera severa, pudiendo ocasionar fallo hepatico fulminante. Esto es 
mas frecuente en TCPH alogenicos. En la evolucion a largo plazo 
pueden presentarreactivaciones ocasionales, siendo poco frecuente 
la evolucion a cirrosis y no esta afectada la sobrevida a los 10 anos. 
Sin embargo, existen factores de riesgo para la reactivacion del 
HBV y exacerbation de la replicacion viral con hepatitis clinica: 
tratamiento con altas dosis de corticoides y con anticuerpos anti- 
linfocitarios (rituximab y alemtuzumab), reconstihicion inmunologica 
y suspension del tratamiento anti-HBV. 

Los receptores HBs Ag (-) con anti-HBc (+), y aun aquellos con 
anti HBS Ag (+), pueden presentar reactivaciones en el post-Tx. 
Las estrategias de prevencion de la enfermedad comprenden: a) 
pacientes con anti-HBc (+) y anti-HBs (+): monitoreo en el post- 
Tx con transaminasas, anti-HBs y carga viral plasmatica; se inicia 
tratamiento si se documenta perdida de los anticuerpos anti-HBs y 
carga viral detectable; b) pacientes HBs Ag (+) y/o carga viral plas- 
matica detectable: realization de biopsia hepatica pre-Tx., ya que si 
presentaran fibrosis o cirrosis hepatica, tienen alta morbimortalidad 
asociada al tratamiento inmunosupresor. En este caso se aplica un 


regimen inmunosupresor menos intenso en conjunto con tratamiento 
antiviral y seguimiento con carga viral plasmatica en el post-Tx c) 
anti-HBc (+), HBs Ag (-) y anti-HBs (-): con carga viral plasmatica 
indetectable, se indicara vacunacion antes del Tx y monitoreo en el 
post-Tx, y con carga viral detectable se indicara tratamiento antiviral. 

10.2 TOS 

Los factores de riesgo para la adquisicion de HBV de novo post- 
Tx son: el estado serologico D / R, las transfusiones y la falta de 
inmunizacion efectiva en el pre-Tx. Por este motivo, es fundamental 
que la vacunacion en los pacientes evaluados para Tx sea efectuada 
en forma precoz, en lo posible antes de llegar a la insuficiencia del 
organo, ya que la respuesta sera mejor. Tx hepatico: en este caso, 
la cirrosis por HBV es una indication para Tx. 

Antes de la era de la profilaxis, la recurrencia del HBV en el 
injerto llegaba al 80%. Desde hace mas de 10 anos, se comenzo a 
utilizar profilaxis con la combination de HBIG y lamivudina, con 
lo cual el indice de recaidas disminuyo notablemente. 

Las recurrencias se evidencian inicialmente por la detection 
de DNA viral en sangre, por lo cual se recomienda el seguimiento 
con DNA en el post-Tx cada 3 meses, aun en pacientes que se 
encuentren recibiendo profilaxis. 

Para la profilaxis post-Tx. se recomienda utilizar con analogos 
nucleosidos/nucleotidos potentes, asociados o no a HBIG EV o IM. 
El tratamiento con antivirales deberia continuarse indefinidamente 
luego del trasplante. Los receptores de higados de donante con 
Ac anti-HBc, deberian recibir profilaxis indefinidamente post-TX. 

En caso de hepatitis fulminante o co-infeccion con virus he- 
patitis D, la recurrencia es mucho menor. 

Receptores de trasplantes no hepaticos. Los pacientes en he- 
modialisis presentan indices de infeccion por HBV de 0,1 a 1,4% 
en EE.UU., lo que constituye una considerable diminution por 
mejor vacunacion y control de infecciones. 

Actualmente, existen drogas efectivas contra el vires (lami- 
vudina, adefovir, tenofovir y entecavir), que permiten frenar la 
replicacion viral y la evolucion a la cronicidad. Se recomienda que 
los pacientes en hemodialisis, con hepatopatia cronica por HBV, 
sean evaluados y tratados de acuerdo a las guias existentes para 
la poblacion general. 

En caso de cirrosis o hepatopatia cronica avanzada se debe 
evaluar efectuar Tx hepato-renal. 

Los candidatos a Tx cardiaco, pulmonar y pancreatico, no tie- 
nen factores de riesgo especiales para ser portadores de infeccion 
por HBV. Sin embargo, pacientes HBs Ag (+) que reciben un Tx 
cardiaco, evolucionan a cirrosis en 7 a 10 anos post-Tx en 33 a 
50% de los casos. 

Los receptores de Tx renal y de otros organos con hepatitis 
B "curada" (HBs Ag (-) y anti-HBs Ag [+]) pueden reactivar la 
hepatitis en el post-Tx, por lo cual deben ser monitorizados perio- 
dicamente. Esta posibilidad es baja (5%), pero cuando se produce 
puede evolucionar rapidamente a cirrosis y muerte. 

11. Virus hepatitis C (hcv) 

11.1 TPCH 

La prevalencia de la infection por HCV en TCPH ha disminuido en 
los ultimos anos. Estudios multicentricos en Europa demostraron 
la presencia de RNA del HCV en 6% de los pacientes que reciben 
TCPH. Esto tiene mucha trascendencia dado que la historia natural 
de la infeccion en esta poblacion puede ser diferente. 

La presencia del HCV en el donante o el receptor no constituye 
una contraindicacion para el Tx. No obstante, se prefieren donantes 
HCV seronegativos ya que la transmision al receptor sera del 100% 
si hay RNA detectable. En caso de no contar con donante alternativo, 
la estrategia preventiva consiste en realizar tratamiento con interferon 
pegylado y ribavirina al donante HCV seropositivo hasta obtener 
una carga viral indetectable previamente al Tx. 


Capi'tulo 45 / Infecciones virales en pacientes con inmunosupresion postrasplante 


677 


Alrededor de un 30% de receptores HC V seropositivos desarro- 
llaran hepatitis en el post-Tx temprano, pero la hepatitis fulminante 
es excepcional. Si bien la sobrevida a 10 anos no esta afectada, 
hay mayor desarrollo de cirrosis a corto plazo, con una incidencia 
acumulativa de 24% a 20 anos y una media de desarrollo de 18 anos 
comparado con 40 anos en pacientes con HCV sin TCPH. 

Los pacientes con fibrosis o cirrosis hepatica que reciben trata- 
mientos inmunosupresores mielo-ablativos intensos tienen un riesgo 
9,6 veces mayor de desarrollar enfermedad veno-oclusiva hepatica 
y muerte. Por este motivo, resulta fundamental realizar biopsia he- 
patica previamente al Tx a los receptores HCV sero-positivos con 
riesgo de enfermedad hepatica cronica: presencia de sobrecarga de 
hierro, historia de exceso de alcohol, historia de HCV mayor a 10 
anos o evidencias clinicas de enfermedad hepatica cronica. En este 
contexto, si se decide llevar a cabo el TCPH, deberan emplearse 
esquemas inmunosupresores con intensidad reducida. 

11.2 TOS 

La incidencia de adquisicion del HCV en pacientes en hemodialisis 
es de 0,7-3% por ano. La infeccion por HCV no es contraindication 
para el Tx renal. Se recomienda la biopsia hepatica en los candidatos 
a Tx renal con HCV. El hallazgo de hepatopatia avanzada sugiere el 
Tx hepato-renal. Se puede intentar el tratamiento con interferon en el 
pre-Tx, aunque la tolerancia es muy mala en estos pacientes. 

La hepatitis C es una de las indicaciones mas ffecuentes de Tx 
hepatico. La reinfection del injerto es universal, pero solo el 10 -25% 
desarrollan cirrosis a los 5 anos del Tx. 

La sobrevida global del injerto y del paciente a los 5 anos en re- 
ceptores HCV + es inferior a la de pacientes HCV negativos (57% vs 
68% y 70 vs 77%, respectivamente). Cuando se produce la recurrencia 
de la cirrosis por HCV, el 40% de los pacientes se descompensa dentro 
del ano, cayendo la sobrevida a 1 y 4 anos a 66 y 33%. 

Los factores de riesgo para recurrencia acelerada son: tratamiento 
inmunosupresor del rechazo agudo (corticoides intravenosos, anticuerpos 
anti-linfocitarios), injuria de preservation, receptores o donantes ariosos. 
Otros factores no tan claramente definidos para el riesgo de recurrencia 
son: carga viral pre-Tx: el genotipo del vims (lb); y las diferencias del 
HLA entre donante y receptor. En el pasado, algunos inmunosupresores 
se habian asociado con mayor riesgo de recurrencia en el post-Tx, pero 
estos datos se han desestimado en estudios mas recientes. 

Es dificultoso hacer el diagnostico de la recaida sin efectuar biopsia 
hepatica. En general se indica el tratamiento con interferon + ribavirina con 
recurrencia probada por biopsia (grado 3 o estadios 1-2 por METAVIR). 

El tratamiento con interferon o interferon pegylado + ribavirina 
en el post-trasplante presenta un bajo indice de respuesta (20-30%). 

12. Otros virus 

12.1 Virus BK 
12.1.1. TCPH 

La infeccion por virus BK ocurre durante la infancia. Hasta 90% 
de los adultos son seropositivos. Luego de la infeccion primaria, el 
vims entra en fase de latencia y se aloja en celulas del uroepitelio y 
probablemente en linfocitos. La vimria por BK ocurre entre el 60- 
80% de los pacientes con TCPH, usualmente dentro de los primeros 
2 meses post-Tx, y la incidencia es semejante en TCPH autologos 
y alogenicos. 

Debido su tropismo, la enfermedad del tracto genitourinario 
constituye la manifestation mas frecuente e incluye: hematuria asin- 
tomatica, cistitis hemorragica, estenosis ureteral y nefritis interstitial. 
La enfermedad mas prevalente es la cistitis hemorragica que afecta 
al 5-15% de los TCPH entre las semanas 3 y 6 post-Tx., ocurriendo 
tipicamente en el periodo post-engraftment, siendo mas frecuente 
en TCPH alogenicos. 

Los factores de riesgo potenciales incluyen: regimen quimiote- 
rapico mieloablativo, TCPH alogenico no relacionado, EICH aguda, 
carga viral en orina > 1 0 9 ' 10 copias/ ml o > 3 logaritmos de incremento 


respecto del basal, y presencia de viremia plasmatica > 10 4 copias/ 
ml. En anos recientes, se han reportado otras manifestaciones clini- 
cas vinculables al vims BK como encefalitis, meningitis, infeccion 
gastrointestinal y enfermedad diseminada, aunque estas son muy 
infrecuentes. 

Hasta el presente no existe una droga antiviral con probada efica- 
cia. No obstante, el cidofovir, ha mostrado en algunas series de casos 
una reduction significativa de la viremia acompanado de mejoria 
clinica. Si bien las quinolonas pueden inhibir la replication del vims 
BK en cultivos, no se ha demostrado una reduction significativa de 
la viremia ni de la aparicion de cistitis hemorragica en el TCPH. 
Finalmente, la leflunomida se ha utilizado para el tratamiento de la 
nefropatia por BK en Tx renal con diferente grado de exito, pero no 
hay experiencia en el TCPH. 

12.1.2. TOS 

En el Tx renal la nefritis tubulo-intersticial es la manifestation mas 
frecuente, provocando deterioro progresivo de la funcion renal, con 
perdida del injerto en 1 a 5% de los casos. Tambien puede causar 
estenosis ureteral en alrededor del 3% de los pacientes. Ambas pa- 
tologias se presentan alrededor del ano. Se ha descrito como factor 
de riesgo la inmunosupresion mas potente con tacrolimus y mico- 
fenolato, y se asocia con episodios de rechazo. 

El diagnostico definitivo se efectua por biopsia renal y la histo- 
patologia puede semejar la del rechazo, por lo que es muy importante 
la identification del virus por inmunohistoquimica o por PCR. 

Entre el 30 y el 50% de los pacientes con Tx renal y vimria 
elevada ( > 7 log 10 equivalentes genomicos (eqg) /ml) progresan a 
viremia y nefropatia. 

La disponibilidad de tecnicas efectivas de tamizaje, como son la 
carga viral en orina y en plasma, penniten identificar a los pacientes 
en riesgo antes de que se produzca el dano renal, con lo cual la per- 
dida del injerto en esta poblacion se ha reducido al 10% o menos. 

Tratamiento de la nefropatia. El primer paso es reducir la inmu- 
nosupresion, para lo cual existen diversas estrategias. La respuesta 
al tratamiento se evalua con creatinina ( 1 o 2 determinaciones por 
semana), carga viral en plasma y en orina cada 2 semanas, y en los 
casos de no respuesta, biopsia renal a los 2 meses del initio del 
tratamiento. Se debe tener en cuenta que la mejoria puede eviden- 
ciarse recien a las 4 a 6 semanas. En casos sin respuesta se pueden 
asociar drogas antivirales: cidofovir, leflunomida, gammaglobulina 
EV o quinolonas. 

Prevention y profilaxis. Se debe realizar monitoreo de replication 
viral por lo menos 1 vez cada 3 meses durante los primeros 2 anos 
post-Tx y luego anualmente hasta los 5 anos. 

La busqueda de virus en orina tiene un alto valor predictivo 
positivo, ya sea por decoy cells o por carga viral. 

Si las decoy cells son positivas o la carga viral es > 7 Iog w eqg/ 
ml, se debe efectuar carga viral en plasma. Si esta resulta > 4 log l0 
eqg /ml por mas de 3 semanas, se llega al diagnostico presuntivo 
de nefropatia por BK, y se debe considerar una biopsia renal para 
llegar al diagnostico definitivo. No se requieren valores elevados de 
creatinina para este diagnostico. La detection de alta carga viral en 
orina precede alrededor de 6 semanas el desarrollo de nefropatia, por 
lo cual permite aplicar el proceso mencionado sin riesgo de demora. 

12.2 Virus JC 

Este poliomavirus causa la leucoencefalopatia multifocal progresiva, 
enfermedad desmielinizante de curso habitualmente fatal. Aparece 
tanto en el TOS como en el TCPH. La presentation es usualmente 
subaguda, siendo la hemiparesia, apatia y confusion los hallazgos mas 
frecuentes. El tiempo medio de aparicion de la sintomatologia corres- 
ponde a los 17 meses post-Tx. En la Resonancia Nuclear Magnetica 
se aprecian lesiones desmielinizantes y asimetricas en la sustancia 
blanca subcortical y el LCR en general es normal. La mortalidad 
asciende al 71% a los 2,5 meses. El diagnostico se realiza mediante 
PCRenLCR(sensibilidadde 72 a 93% y especificidad de 92 a 100% 
en un estudio reciente en pacientes HIV [+]), o por biopsia cerebral. 
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El tratamiento se basa en la disminucion de la inmunosupresion y 
en administrar antivirales como cidofovir o adenina arabinosido. 

12.3 Parvovirus B19 

Puede ocasionar anemia cronica sin reticulocitosis (aplasia roja pura) 
en TCPH y en TOS, siendo mas frecuente en este ultimo (1-2%). Con 
menos frecuencia, puede manifestarse con fiebre, rash, pancitopenia 
y hepatitis. En todo paciente trasplantado que desarrolla anemia 
aplasica o pancitopenia debe pensarse en este virus. El diagnostico 
se efectua por IgM o PCR, aunque esta ultima puede persistir po- 
sitiva hasta 9 meses. 

No existe tratamiento especifico, pero el uso de gammaglobulina 
EV revierte la anemia y los smtomas causados por el virus. 

12.4 Adenovirus 

Las infecciones por adenovirus pueden ocurrir debido a reactiva- 
cion endogena o como infeccion primaria. Las manifestaciones 
cllnicas mas frecuentes en pacientes trasplantados incluyen: in- 
feccion respiratoria alta, neumoma, hepatitis, enterocolitis, cistitis 
hemorragica, meningoencefalitis y enfermedad diseminada. Las 
manifestaciones clmicas y los sitios de infeccion por adenovirus 
varian segun el organo trasplantado. Es frecuente el compromiso 
del injerto. El tiempo de aparicion usual es en los primeros 100 
dias post-Tx. En Tx hepatico, puede producir hepatitis con un 
comienzo medio a los 55 dias. En Tx de pulmon, la neumoma por 
adenovirus puede provocar la perdida del injerto o la evolucion 
a bronquiolitis obliterante. En Tx de intestino puede producir en- 
terocolitis, la cual debe diferenciarse del rechazo. En Tx renal se 
han descripto cistitis hemorragica y nefropatfa. 

El diagnostico se efectua mediante el cultivo (shell vial), de- 
teccion de antfgenos, PCR y biopsia de tejidos, dependiendo de 
las manifestaciones clmicas. 
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Cidofovir, ribavirina, vidarabina y ganciclovir han mostrado poseer 
actividad in vitro contra adenovirus; no obstante, la eficacia clrnica no 
ha sido evaluada en ensayos prospectivos aleatorios y controlados. De 
acuerdo con los datos disponibles, cidofovir es la droga con mayor 
efectividad, siendo actualmente el tratamiento recomendado. 

12.4.1 TCPH 

La incidencia de infeccion por adenovirus luego de un TCPH es entre 
3- 47%. La diferencia depende de varios factores: es mas frecuente en 
TCPH alogenicos comparados con autologos, mayor en ninos que en 
adultos y tambien es mayor en TCPH con inmunodepresion celular 
intensa. Los factores de riesgo para enfermedad incluyen: detection 
de adenovirus en varios sitios, presencia de viremia, EICH aguda, 
TCPH alogenicos no relacionados, con depletion de linfocitos T o 
con disparidad HLA y, uso de terapias anti-linfocitarias. La infopenia 
grave (< 300/mm 3 ) se asocia con enfermedad diseminada y la alta carga 
viral (> 10 6 copias/ml) se asocia con incremento de la mortalidad. 

Sin tratamiento, la mortalidad en TCPH es de alrededor de 26% 
de todos los pacientes sintomaticos; no obstante, los pacientes con 
neumoma y enfermedad diseminada tienen una mortalidad de 50% 
y 80% , respectivamente. 

En los ultimos anos, algunos expertos proponen realizar moni- 
toreo semanal con carga viral plasmatica hasta los 6 meses post-Tx 
a los pacientes de mayor riesgo para desarrollar enfermedad. Sin 
embargo, no esta claro arm el punto de corte para iniciar el tratamiento 
preventivo. Asimismo, si bien el cidofovir puede reducir la carga 
viral plasmatica, su eficacia en prevenir la mortalidad en el TCPH 
aun no esta completamente establecida. 

12.4.2 TOS 

La incidencia es mayor en receptores pediatricos. El 60% de 
los pacientes infectados desarrolla enfermedad. Los factores de 
riesgo para enfermedad invasiva son: edades tempranas, aparicion 
precoz y el aumento de la inmunosupresion. 
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Infecciones virales del Sistema Nervioso Central 

Jorge A. Benetucci - Marcelo Corti 


El presente capitulo es una apretada smtesis de las infecciones vira- 
les que afectan al sistema nervioso central. Se mencionan aquellos 
virus que suelen detectarse con mayor frecuencia y producen las 
manifestaciones clinicas mas relevantes dejando de lado los casos 
anecdoticos o las rarezas. 


En las Tablas 46. 1 y 46.2 se destacan la familia y el tipo viral involu- 
crado, las manifestaciones clinicas preponderantes, la poblacion afecta- 
da con mayor frecuencia y los comentarios epidemiologicos relevantes. 

Las formas de infeccion con estos virus asi como su diagnosti- 
co etiologico se abordan en los capltulos respectivos. 


Familias de 
Virus a RNA 

Virus 

Patologia 

Poblacion 

afectada 

Comentario 

Reoviridae 

Reovirus 1 , 2, 3 

Meningitis, 

encefalomielitis 

Ninos, adultos 
jovenes 

Muy raras y graves 

Virus fiebre por garrapatas de 
Colorado 

Meningitis, 

encefalomielitis 

Ninos, adultos 
jovenes 

Muy raras y graves 

Togaviridae 

Alfavirus 

Encefalitis equinas 
del este, oeste y de 
Venezuela 

Lactantes, ninos, 
adultos mayores 

Endemica en areas 
del Norte, Centro y 
Sudamerica 

Rubeola 

Encefalitis 

Adultos jovenes; 
rara en ninos 

Rara (1/5000 casos) 
y grave (mortalidad 
20-50%) 

Flaviviridae 

Virus de Fiebre amarilla, dengue, 
encefalitis japonesa, encefalitis 
del Nilo occidental, encefalitis de 
St. Louis 

Encefalitis 

Adultos 
generalmente 
entre 15 y 50 anos; 
viajeros 

Endemoepidemicas; 
mortalidad variable 

Paramyxoviridae 

Virus parotiditis 

Meningitis (frecuente), 
encefalitis precoz o 
tardia (raras) 

Ninos, 

adolescentes, 
adultos jovenes 

Las meningitis son 

benignas; 

las encefalitis son 

graves, especialmente 

las posinfecciosas o 

tardfas 

Virus sarampion 

Encefalitis 
aguda o cronica 
(desmielinizantes) 

Ninos, 

adolescentes, 
adultos jovenes 

Las agudas son menos 
graves; las cronicas son 
muy graves 

Rhabdoviridae 

Virus rabia 

Encefalitis (rabia 
furiosa), paralisis 
ascendente (rabia 
paralitica) 

Cualquier edad 

Mortal 

Filoviridae 

Virus Marburg 

Virus Ebola 

Encefalitis 

Adultos 

Graves. Marburg: 
mortalidad = 20%; 

Ebola: mortalidad = 
50-85% 

Orthomyxoviridae 

Virus influenza 

Encefalitis, 

Smdrome de Guillain- 
Barre 

Adultos 

Graves durante 

epidemias; 

raras fuera de ellas 

Bunyaviridae 

Encefalitis de California (EC) 
(Bunyavirus) 

Fiebre del Valle del Rift (FVR) 
(Phlebovirus) 

Encefalitis; 

la EC es similar a la 

herpetica; 

la FVR es muy grave 

Menores de 1 5 
anos (EC); 
adultos (FVR) 

EC: Baja mortalidad 

FVT: Alta mortalidad 
(20-35%) 
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Arenaviridae 

Virus de la coriomeningitis 
linfocitaria 

Meningitis, menor 
compromiso encefalico 

Adultos jovenes 

Baja mortalidad 

Complejo Tacaribe (fiebres 
hemorragicas sudamericanas) 

Encefalitis, 

cerebelitis 

Adultos 

Mortalidad alta si hay 
convulsiones 


HTLV-I y II 

Mielopatla cronica, 
compromiso encefalico 
menos importante 

Adultos jovenes y 
mayores 

Muy invalidante 

Retroviridae 

HIV-1 

Meningoencefalitis 
(en infeccion aguda), 
demencia asociada al 
SIDA (ADC), 
mielopatia vacuolar (en 
infeccion cronica) 

Ninos, adultos 
menores de 45 
anos; raro en 
mayores 

Meningoencefalitis 

autolimitada 

ADC manejable con 
terapia antirretroviral 
Mielopatia responde 
poco 


Poliovirus 

Poliomielitis paralitica 
meningitis, 

Encefalitis mas rara 

Lactantes, ninos, 
adultos jovenes 

Poliomielitis invalidante 
Meningitis mas 
benignas 

Encefalitis grave en 
lactantes 

Picornaviridae 

Enterovirus (ECHO, Coxsackie, 
nuevos enterovirus) 

Meningitis aseptica 
Encefalitis 

Mielopatias paraliticas 
flaccidas 

Lactantes, ninos 
pequenos 

Lactantes, ninos y 
adolescentes 
Lactantes, ninos y 
adolescentes 

Baja mortalidad; 
mas grave en lactantes 


Hepatovirus (virus hepatitis A) 

Encefalitis, 
sindrome de Guillain- 
Barre 

Ninos y 
adolescentes; 
menos frecuentes 
en adultos 

Raras 


Tabla 46.1. Si'ntesis de las infecciones virales del Sistema Nervioso Central producidas por virus a RNA. 


Familias de 
Virus a DNA 

Virus 

Patologia 

Poblacion afectada 

Comentario 


HSV-1 

Encefalitis 

Ninos, adultos jovenes 

Grave; alta mortalidad 


HSV-2 

Meningitis 

Ninos, adolescentes 

Adultos jovenes 

Generalmente evolution benigna 
autolimitada 


VZV 

Encefalitis 

Ninos y adolescentes 
Adultos 

inmunodeprimidos 

Grave; 

mortalidad: 5-20% 



Meningoencefalitis 

Radiculopatias 

Adultos jovenes 
inmunocompetentes 

Infrecuentes 

Herpesviridae 

CMV 

Radiculopatias 

Mielitis 

Enfefalitis 

Adultos jovenes 
inmunodeprimidos (SIDA, 
trasplantados, etc.) 

Moderadas a graves 


EBV 

Meningitis, 
Encefalitis, Mielitis 
transversa 

Ninos y adultos jovenes 
inmunocompetentes 

Complication de la mononucleosis 
infecciosa (< 1% de los casos) 


Inductor de 
neoplasias 

Inmunodeprimidos 

Relacionado con linfoma de Burkitt, 
de Hodgkin, primario del SNC y con 
carcinoma nasofaringeo 


HHV-8 

Inductor de 
neoplasias 

Inmunodeprimidos 

Sarcoma de Kaposi 

Adenoviridae 

Tipos 1, 6, 7 
y 12 

Meningitis, 

encefalitis 

Ninos y adultos jovenes 

Complication de infeccion 
respiratoria 
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Polyomaviridae 

JCyBK 

LMP (JC) 

Nefritis (BK) 

Inmunodeprimidos 

Graves. Difitil tratamiento 

Parvoviridae 

Parvovirus B19 

Meningitis 

Encefalitis 

Radiculitis 

Ninos, adolescentes 

Muy raras. Evolution benigna 
generalmente 

Poxviridae 

Virus vaccina 

Encefalomielitis 

Ninos, adultos jovenes 

Rara y grave. Complication de la 
primovacunacion con virus vaccinia. 
Hoy ya no se observa 


Tabla 46.2. Sintesis de las infecciones del Sistema Nervioso Central producidas por virus a DNA. HSV-1 y 2: virus her- 
pes simplex-1 y 2; VZV: virus varicela-zoster; CMV: citomegalovirus humano; EBV: virus Epstein-Barr; HHV-8: herpesvirus 
humano tipo 8. 
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Infecciones oportunistas virales en 
pacientes con enfermedad HIV/SIDA 

Jorge A. Benetucci - Marcelo Corti 


1. ClTOMEGALOVIRUS HUMANO (HCMV) 

El HCMV es el agente etiologico mas frecuente de infecciones vira- 
les en pacientes con infeccion por el virus de la inmunodeficiencia 
humana (HIV) y su consecuencia, el sindrome de inmunodeficiencia 
adquirida (SIDA). La retinitis, la enfermedad gastrointestinal y el 
compromiso del SNC constituyen las principales manifestaciones 
cllnicas de la reactivation de la infeccion por este virus en pacientes 
con enfermedad HIV/SIDA avanzada y con recuentos de linfocitos 
T CD4 + de menos de 100 celulas /pL. 

1. 1 Enfermedad ocular 

La retinitis es la causa mas frecuente de enfermedad ocular en estos 
pacientes y compromete aproximadamente del 20 al 40% de esta 
poblacion durante la historia natural de la enfermedad. El riesgo de 
padecer esta complication se relaciona directamente con la diminution 
de los niveles de linfocitos T CD4 + y, sin tratamiento, la enfermedad 
progresa hasta comprometer la macula y provocar ceguera en la 
mayorfa de los pacientes. Es generalmente unilateral, pero puede 
extenderse al otro ojo. El examen de fondo de ojo pennite apreciar 
hemorragias y exudados perivasculares que deben hacer sospechar 
el diagnostico e iniciar la terapeutica especifica. 

1.2 Enfermedad gastrointestinal 

Se caracteriza por lesiones ulceradas que pueden comprometer cual- 
quier sitio del tracto gastrointestinal, en especial, esofago y colon 
distal. El HCMV tambien es una de las causas mas comunes de 
colangiopatfa asociada al SIDA. 

La esofagitis se caracteriza por odinodisfagia y dolor retroestemal 
o epigastrico. El principal diagnostico diferencial es la esofagitis 
candidiasica, con la que puede coexistir en pacientes gravemente 
inmunocomprometidos. El examen endoscopico permite observar 
ulceras, por lo general unicas, grandes y que siguen el eje mayor del 
organo. 

La rectocolitis puede presentarse en forma aguda, con fiebre, 
dolor abdominal y diarrea o evolucionar en forma cronica con fiebre, 
perdida de peso, dolor abdominal y diarrea intermitente. El examen 
endoscopico puede ser normal hasta en un 25% de los pacientes. En 
el resto, la mucosa esta comprometida en forma difusa o en parches 
con areas de ulceration, necrosis, edema y hemorragias. La colitis 
por HCMV puede ser causa de abdomen agudo y, con frecuencia, se 
asocia a infeccion ocular. 

1.3 Enfermedad neurologica 

A nivel del SNC, el HCMV puede causar meningoencefalitis, mielitis 
y polirradiculopatla ascendente, todas complicaciones graves, de 
evolution aguda y rapida progresion hacia las secuelas neurologicas 
irreversible s. La meningoencefalitis constituye una entidad de diffcil 
diagnostico ya que, con frecuencia, presenta manifestaciones clinicas 
inespecificas que pueden confundirse con la encefalopatia por HIV 
o con la leucoencefalopatia multifocal progresiva. Mas raramente, 
el HCMV puede ser causa de masa cerebral ocupante que se diag- 
nostica por biopsia estereotaxica en pacientes que no responden al 
tratamiento empirico para toxoplasmosis. 


La mayorfa de los casos de meningoencefalitis por HCMV ocu- 
rren en el contexto de una enfermedad diseminada. El estudio del 
LCR revela aspectos similares a los de una meningitis bacteriana, 
incluyendo hiperproteinorraquia, pleocitosis con mas del 50% de 
polimorfonucleares e hipoglucorraquia. El diagnostico se confirma 
a traves de la reaction en cadena de la polimerasa (PCR) que pennite 
detectar el genoma de HCMV en LCR (anterionnente por medio de 
la comprobacion de sintesis intratecal de anticuerpos). 

La mielitis aguda necrotizante debida a HCMV es un cuadro gra- 
ve de comienzo agudo con paraplejia flaccida, compromiso sensitivo 
con nivel, arreflexia e incontinencia urinaria y fecal. El diagnostico 
se confinua por los mismos ensayos que para las meningoencefalitis, 
es decir, la PCR en el LCR. El examen de la medula espinal por reso- 
nancia nuclear magnetica revela un patron de compromiso medular y 
la histopatologla evidencia focos de desmielinizacion y necrosis. 

Otro cuadro clrnico de gran interes causado por el HCMV es 
la polirradiculopatla ascendente que se caracteriza por debilidad y 
parestesias en miembros inferiores, con dolor e hipotonia muscular, 
arreflexia osteotendinosa y, a veces, nivel sensitivo. El examen del 
LCR revela identicas alteraciones a los dos cuadros descritos. 

Existen dos agentes antivirales aprobados para el tratamiento de 
estas complicaciones: ganciclovir y foscamet. El ganciclovir es un 
analogo de la guanosina, inactivo como prodroga que requiere una 
triple fosforilacion intracelular para actuar. Para el tratamiento de 
induccion se utiliza a la dosis de 5 mg/kg cada 12 h. por via intrave- 
nosa durante 21 dias. La dosis de mantenimiento es de 5 mg/kg/dia 
durante 5 a 7 dias de la semana. El principal efecto adverso de este 
farmaco es la depresion medular con citopenias. 

El foscarnet es un inhibidor de la DNA polimerasa viral que tam- 
bien inhibe la transcriptasa inversa del HIV. Es activo contra cepas de 
HCMV deficientes en timidina quinasa y, por lo tanto, resistentes al 
ganciclovir. La dosis de foscamet para la terapia de induccion es de 
1 80 mg/kg/dia por via intravenosa en 2 6 3 administraciones diarias 
durante 14 dias. La dosis para la terapia de mantenimiento es de 90 
a 120 mg/kg/dia por via intravenosa todos los dias. El foscamet es 
nefrotoxico y puede provocar alteraciones del medio interno como 
hipokalemia, hiperfosfatemia e hipomagnesemia. 

La profilaxis secundaria puede interrumpirse en aquellos pacientes 
que presentan evidencias de reconstitution inmune con recuentos de 
linfocitos T CD4 + mayores de 1 50 celulas/pL por mas de 6 meses en 
respuesta a la terapia antirretroviral. La carga viral de estos pacientes 
puede ser variable, siendo el nivel de CD4 el elemento primario para 
decidir la interruption de la profilaxis secundaria debiendo mantenerse 
los controles oftalmologicos. La profilaxis secundaria debera reins- 
talarse en pacientes que vuelvan a presentar deterioro inmunologico 
con recuentos de linfocitos T CD4 + menores de 100 celulas/pL. 

En pacientes que han superado un episodio de retinitis por HCMV 
y reciben terapia antirretroviral con reconstitution inmune puede 
presentarse un cuadro de vitreitis como exteriorization de esa re- 
constitution inmunologica. 

2. Herpes simplex (HSV) 

2. 1 Enfermedad ocular 

Puede adoptar dos modalidades, ambas muy graves y que pueden 
comprometer la agudeza visual del paciente. La necrosis retinia- 
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na aguda se caracteriza por el compromiso bilateral, rapidamente 
progresivo y, por lo general, irreversible, con necrosis de todo el 
espesor de la retina acompanada de vitreitis, vasculitis, papilitis y 
compromiso inflamatorio del segmento anterior del ojo. Conduce a 
un rapido deterioro de la vision y, en aproximadamente el 75% de 
los casos, al desprendimiento de la retina. Un cuadro similar puede 
ser provocado por el virus varicela-zoster (VZV). 

La necrosis retinal exterior progresiva (PORN por sus siglas en 
ingles) se caracteriza por lesiones rapidamente progresivas e infla- 
macion ocular minima lo que obliga al diagnostico diferencial con la 
retinitis por HCMV. El pronostico es malo en relacion con la agudeza 
visual. El tratamiento se realiza con aciclovir a la dosis de 10 mg/ 
kg/cada 8 h. Igual que la forma clinica anterior, tambien puede ser 
causado por el VZV y, en este caso, generalmente va precedida por 
un episodio de VZV cutaneo. 

2.2 Enfermedad mucocutanea 

Se caracteriza por grandes ulceras y erosiones localizadas en la mu- 
cosa oral y en la region anogenital. El diagnostico se confirma por la 
escarificacion de las lesiones con el citodiagnostico de Tzanck para 
observar la formacion de sincicios virales, por inmunofluorescencia 
para la deteccion de antfgenos virales o bien por biopsia de la porcion 
externa de las ulceras, en especial las de localizacion yuxtaanal o 
intrarrectal con ayuda de la endoscopia. El HSV es la causa mas comun 
de lesiones ulcerosas perianales y obliga al diagnostico diferencial con 
las ulceras debidas a Mycobacterium tuberculosis, citomegalovirus, 
y con las lesiones de la slfilis primaria. 

2.3 Enfermedad neurologica 

El HSV suele coinfectar el SNC de pacientes con encefalitis por HCMV 
y enfermedad HIV/SIDA avanzada, pero la tfpica meningoencefalitis 
focal temporoparietal uni- o bilateral es rara. La presentacion clinica 
habitual incluye ventriculitis, encefalitis y mielitis aguda necrotizante. 

El diagnostico se realizaba anteriormente por la deteccion de 
sfntesis intratecal de anticuerpos anti-HSV-1/2 o por la deteccion de 
antfgenos en biopsia cerebral. En la actualidad estos procedimientos 
se han reemplazado por la PCR, que pennite detectar en forma rapida 
y con alta sensibilidad el genoma viral del HSV en el LCR. 

El tratamiento se realiza con aciclovir a la dosis de 30 mg/kg/dia, 
intravenosa durante 1 4 a 2 1 dias. Como alternativa o en coinfecciones 
con HCMV puede utilizarse foscamet a la dosis de 180 mg/kg/dia, 
intravenoso durante 14 a 21 dias. 

2.4 Enfermedad gastrointestinal 

El HSV es la causa mas frecuente de esofagitis aguda ulcerosa de 
etiologfa viral en pacientes con SIDA. Se caracteriza por la presencia 
de multiples y pequenas lesiones habitualmente localizadas en el 
tercio inferior del organo. Clfnicamente, se presenta con disfagia y 
dolor retroestemal o epigastrico. El diagnostico se confirma por la 
fibroendoscopia digestiva alta que pennite observar las lesiones y 
obtener material para estudio histopatologico, inmunohistoqufmica 
y eventual cultivo viral. Puede coexistir con lesiones candidiasicas. 
El tratamiento se realiza con aciclovir a las dosis ya mencionadas. 

3. Virus varicela-zoster (VZV) 

3. 1 Enfermedad ocular 

Igual que el HSV, el virus varicela-zoster puede provocar necrosis 
retinal aguda y necrosis retinal externa progresiva. 

3.2 Enfermedad neurolOgica 

El VZV provoca una encefalitis sumamente grave y no pocas veces 
fatal, caracterizada por focos de desmielinizacion y necrosis multifo- 


cal. Clfnicamente se presenta como un cuadro de comienzo subagudo 
con deterioro del sensorio y ataxia. La resonancia magnetica nuclear 
muestra multiples lesiones que comprometen la sustancia blanca y 
gris. El diagnostico se confirma por el estudio del LCR por PCR 
para deteccion del genoma viral (anteriormente, por la deteccion de 
smtesis intratecal de anticuerpos). La biopsia puede ser necesaria 
en algunos casos. El tratamiento se basa en el uso de aciclovir a las 
dosis ya comentadas. 

3.3 Enfermedad cutanea 

El herpes zoster monometamerico debe hacer sospechar siempre 
la posibilidad de infection por HIV y, muchas veces, es la primera 
manifestacion de la inmunodeficiencia. Pero tambien, con relativa 
frecuencia, esta forma clinica es una de las expresiones mas comu- 
nes del slndrome inflamatorio de reconstitution inmune asociado 
con la terapia antirretroviral de alta eficacia ( HAART, por sus siglas 
en ingles). En pacientes en etapas avanzadas de la enfermedad e 
inmunodeficiencia severa, las lesiones pueden perder su caracter 
metamerico y diseminarse, tomandose ulceradas, necroticas y con 
tendencia a la sobreinfeccion bacteriana. 

Para el tratamiento, el farmaco de election es el aciclovir a la 
dosis de 3 a 4 gr/dia durante 10 a 14 dias. Como alternativas se pueden 
utilizar los derivados valaciclovir y famciclovir con espectro antiviral 
similar al aciclovir. 

4. POLIOMAVIRUS JC 

4 . 1 Leucoencefalopati'a multifocal progresiva (LEMP) 

Es una enfermedad desmielinizante cronica del SNC causada por un 
poliomavirus, el denominado virus JC. Tiene una baja frecuencia, 
que alcanza el 2-4% de los pacientes con SIDA y con recuentos de 
linfocitos T CD4 + inferiores a 100 celulas/pL. 

La LEMP compromete fundamentalmente la sustancia blanca 
y el hallazgo neuropatologico caracterfstico desde el punto de vista 
macroscopico es la desmielinizacion que habitualmente, es multifocal. 
Las lesiones pueden comprometer cualquier porcion de la sustancia 
blanca, pero tipicamente, comprometen la region parieto-occipital; 
en cambio, resultan infrecuentes a nivel de la medula espinal. En 
ocasiones se observa compromiso exclusivo de las estructuras de 
la fosa posterior. 

La histopatologia se caracteriza por la existencia de multiples 
focos de desmielinizacion, hipercromaticos, conteniendo oligoden- 
drocitos con grandes nucleos y grandes astrocitos bizarros con nucleos 
hipercromaticos y lobulados. 

Desde un punto de vista clfnico, la LEMP se caracteriza por su 
comienzo insidioso, caracterizado con cambios en la personalidad o 
modificaciones en el caracter, deficit en la memoria, o compromiso 
cognitivo que puede ser leve a moderado. Con frecuencia, los pri- 
meros sfntomas corresponden a la esfera visual por el compromiso 
de la cisura calcarina a nivel de los lobulos occipitales. Posterior- 
mente aparecen los signos neurologicos focales como hemiparesia, 
hemianopsia, afasia o compromiso cerebeloso, como manifestacion 
de lesiones multifocales. 

El examen del LCR revela un moderado incremento de las pro- 
tefnas con una discreta pleocitosis. La deteccion del DNA del virus 
JC en el LCR por PCR muestra una sensibilidad diagnostica del 70% 
con una especificidad del 73%. 

Es habitual que la resonancia magnetica nuclear demuestre 
lesiones espontaneamente hiperintensas en los pulsos T2, que 
comprometen los lobulos parieto-occipitales en forma bilateral 
y simetrica y que se introducen en las fibras subcorticales en U o 
fibres arcuatas. 

El tratamiento de la LEMP asociada con el SIDA en base a la 
HAART ha mejorado el pronostico de esta enfermedad igual que el 
de otras complicaciones oportunistas vinculadas con la inmunode- 
ficiencia a la que conduce el retrovirus. 
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5. Virus Epstein-Barr (EBV) 

5. 1 Leucoplasia oral vellosa 

Tambien llamada leucoplasia pilosa, es una manifestacion clfnica de 
la infeccion por este virus, casi exclusiva de los pacientes HIV posi- 
tives con enfermedad avanzada. Se trata de una hiperplasia epitelial 
benigna con hiperqueratosis y acantosis, que se presenta como una 
lesion blanca de la cavidad oral, localizada en la punta y los bordes 
de la lengua, generalmente bilateral y asintomatica. Mas raramente 
puede observarse en el dorso de la lengua. Es una manifestacion pre- 
dictora de inmunodeficiencia, igual que la candidiasis de las mucosas 
oral y genital y el herpes zoster. Por tecnicas de hibridacion in situ e 
inmunohistoquimica, se demuestra el genoma del EBV en las lesiones. 

5.2 Linfomas primarios del sistema nervioso central (LPSNC) 

El papel del EBV en la patogenia de los LPSNC ha quedado defi- 
nitivamente establecido. D’arminio y col. comprobaron la fuerte 
asociacion que existe entre la deteccion del DNA del EBV en el LCR 
por PCR y el diagnostico histologico de LPSNC. En este sentido, 
Antinori y col. en una evaluacion que incluyo a 93 pacientes HIV 
positivos obtuvieron un 100% de sensibilidad para la PCR en LCR 
con un 89% de especificidad para el diagnostico de LPSNC. En otro 


estudio, los mismos autores obtuvieron un 100% de sensibilidad y un 
100% de valor predictivo positivo para esta tecnica y sugieren que 
la utilidad de la deteccion del EBV en el LCR se incrementa cuando 
se asocia con SPECT con talio 201 ( 201 T1). 

6. Virus papiloma huiviano (HPV) 

Las verrugas anogenitales o condilomas acuminados son papulas 
hiperqueratosicas producidas por diferentes genotipos de este vims 
(6, 11, 16 y 18 son los mas commies). Se trata de una infeccion de 
transmision sexual, con alta prevalencia global en la poblacion HIV 
positiva que alcanza el 17%, pero que asciende al 40% entre los ho- 
mosexuales infectados, quienes presentan alta incidencia de lesiones 
perianales o intraanales. Las manifestaciones clinicas no difieren de 
las de los sujetos inmunocompetentes, aunque las lesiones suelen 
ser de mayor tamano y mas extendidas. Actualmente, se acepta que 
las lesiones anogenitales causadas por los genotipos oncogenicos 
del HPV, especialmente los tipos 16 y 18, se asocian con un riesgo 
incrementado de desarrollo de neoplasia cervical y de carcinoma 
anal y del pene. 

lUOTA 

Este capitulo se finalizo en el ano 2008. 
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INTRODUCCION 

Las vacunas virales constituyen uno de los mas trascendentales lo- 
gros de la ciencia medica. Han permitido salvar millones de vidas 
mediante la prevencion de enfermedades infecciosas, muchas veces 
mortales. Aunque existen drogas antivirales, estas frecuentemente 
no curan sino que modifican el curso de la enfermedad. Por ello, 
la prevencion de las infecciones virales se basa en dos pilares fun- 
damentales: a) la inmunizacion de los individuos en riesgo; y b) la 
education. Sin embargo, a pesar de la obtencion de vacunas seguras 
y eficaces, la OMS estimo que mueren millones de personas al ano 
debido a causas infecciosas, y que millones de ninos no tienen acceso 
a la inmunizacion. 

Durante el curso de una infeccion, los diferentes antfgenos virales 
actuaran como inmunogenos capaces de inducir -en el hospedador 
inmunocompetente- una respuesta inmune protectora que habitualmente 
podra evitar la enfermedad y proteger contra futuras re-infecciones 
por el mismo virus. La respuesta antiviral puede ser principalmente 
humoral, celular o mixta. Este tipo de inmunidad se denomina activa 
ya que es producida activamente por el hospedador, y natural porque 
se desencadena luego de una infeccion naturalmente adquirida. Por 
el contrario, cuando la inmunidad se adquiere por medio de vacunas 
se la denomina activa y artificial, ya que es producida por el hospe- 
dador, pero el inmunogeno -contenido en la vacuna- es introducido 
artificialmente al organismo (por inyeccion o por via oral) en el acto 
de la vacunacion (Tabla 48. 1 ). 

Cuando la madre transfiere anticuerpos antivirales especificos 
prefonnados al nino, ya sea por via transplacentaria (IgG) o durante 
la lactancia (IgA), este tipo de inmunidad se denomina pasiva y 
natural. 

Asimismo, cuando se transfieren pasivamente a un paciente anti- 
cuerpos prefonnados con fines terapeuticos o profilacticos (seroterapia), 
el concepto se refiere a inmunidad pasiva artificial. Por ejemplo, en 
el tratamiento de la fiebre hemorragica argentina (plasma de convale- 
ciente), en la profilaxis anti-rabica (IgG de individuos inmunizados), 
en el tratamiento de ninos con infecciones graves por virus sincicial 
respiratorio (anticuerpos monoclonales humanizados), etc. 

En este capitulo analizaremos algunos conceptos importantes 
sobre las vacunas virales de uso humano. Las vacunas especificas, sus 
indicaciones, contraindicaciones, dosis, etc. se tratan en los capltulos 
correspondientes. 

Uno de los mayores progresos de la Virologia es la produccion 
de nuevas y mas eficaces vacunas que han contribuido a disminuir 
el numero de casos de poliomielitis, sarampion, rubeola, hepatitis 
A y B y, en ciertos casos, han logrado la eradication de algunas 
enfermedades. Para muchas infecciones virales, el metodo de control 
mas adecuado es la inmunizacion de la poblacion susceptible. El 
mejor ejemplo es la viruela, que file erradicada del planeta en 1980 
por medio de la vacunacion anti-variolica ( Capitulo 28, Poxvirus). 

En el hemisferio norte tambien se logro un control efectivo de 
la rabia urbanay, en 1994 se establecio que el virus polio salvaje ha 
sido erradicado del continente americano. 

El desarrollo de las diferentes vacunas en funcion del devenir 
del tiempo se observa en la Tabla 48.2. 

Clasicamente, las vacunas virales se elaboran con virus homo- 
logo inactivado o bien con virus vivo y atenuado (Tabla 48.3). El 
termino vivo hace referenda a la capacidad de replication de la cepa 


utilizada en este tipo de vacuna. Por ende, dichas vacunas infectaran 
a quien las recibe. Por el contrario, en las vacunas a virus inactivado, 
el virus es incapaz de replicar en el hospedador debido al proceso de 
inactivation, pero si puede actuar como eficaz inmunogeno. 

Se denomina virus vivo y atenuado a aquella variante de un 
virus que induce inmunidad protectora, similar a la de una infeccion 
natural (ya que replica en el hospedador), pero con riesgos minimos 
de producir enfermedad y efectos adversos. Las cepas virales atenua- 
das para ser usadas en vacunas se pueden obtener de la naturaleza, 
mediante la identification de cepas naturalmente atenuadas, o bien 
en el laboratorio presionando sobre el genoma viral, empleando hos- 
pedadores diferentes del habitual, modificando las condiciones del 
medio, o ambos metodos para favorecer la aparicion de mutantes 
que presenten las caracterlsticas de atenuacion buscadas. 

Otra posibilidad para obtener una cepa vacunal es emplear un 
virus heterologo, es decir antigenicamente relacionado al virus contra 
el cual se desea proteger. Estas vacunas se denominan jennerianas, 
en honor a Edward Jenner, medico ingles que demostro por primera 
vez proteccion contra la viruela mediante la administration de un 
virus heterologo (vaccinia). 

Tambien se han desarrollado nuevas alternativas, tales como: 
vacunas a subunidades, peptidos sinteticos, productos antigenicos 
obtenidos por ingenieria genetica en celulas procariotas o eucariotas, 
y la obtencion de recombinantes entre un virus no patogeno para el 
hombre (por ejemplo, vaccinia) en cuyo genoma se han insertado 
genes que codifican para epitopes protectores del virus cuya enfer- 
medad asociada se intenta prevenir. 

A pesar de los avances en biologla molecular, al presente, solo dos 
vacunas elaboradas mediante la tecnologfa del DNA recombinante 
han sido aprobadas para uso humano: la vacuna anti-hepatitis B y la 
vacuna anti-HPV. 

Cualquiera sea el metodo adoptado para la produccion de vacunas 
es imprescindible que el antlgeno obtenido sea eficaz en su capacidad 
de inducir proteccion (inmunidad activa y artificial) e inocuo, es 
decir incapaz de producir dano al hospedador, ya sea por mecanismos 
directos (inherentes al virus; por ejemplo: el neurotropismo) o por 
mecanismos indirectos de lesion (inmunopatologicos). 

El desaffo para el siglo XXI es la aplicacion de los conocimien- 
tos de biologla molecular, virologia e inmunologla para desarrollar 
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Tabla 48.1. Inmunidad protectora. 
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Tabla 48.2. El desarrollo de las vacunas virales a traves del tiempo. < a > Anti-virus del Nilo Occidental recombinante: 
envoltura y preM del virus del Nilo Occidental en esqueleto genico del virus de la vacuna anti-amarilica. (b > VLPs: Particulas 
virus-simil ( Virus-like Particles ). (c) Vacunas profilacticas y terapeuticas para HIV y HCV, ambas en desarrollo. 


vacunas que simulen la infeccion natural y que confieran proteccion 
tanto contra enfennedades agudas como cronicas (por ejemplo, las 
causadas por HIV, virus hepatitis C, papilomavirus, etc.). 

1. Aspectos historicos 

La practica de la variolizacion era conocida en la antigua China 
y file introducida en Europa en 1721 por la esposa del embajador 
ingles en dicho pais. La variolizacion consistia en la introduction 
de costras desecadas (provenientes de enfermos de viruela) en las 
fosas nasales de los individuos susceptibles. El procedimiento era 
totalmente empirico y a veces, en lugar de la proteccion, se producia 
la enfermedad debido a una inactivacion insuficiente del virus en 
las costras. 

Las bases cientlficas de la vacunacion fueron establecidas por 
el medico ingles Edward Jenner, quien observo que los campesinos 
que presentaban en sus manos una lesion conocida como nodulo 
de los ordehadores, que adquirian inadvertidamente por contacto 
con bovinos infectados con viruela bovina o cow-pox, nunca enfer- 
maban de viruela cuando se registraban los brotes epidemicos que 
diezmaban en esa epoca a la poblacion en Europa. Jenner publico la 
conclusion de que "la infeccion con cow-pox protegia al ser humano 
de la viruela" en 1798, cuando el concepto de virus no existia y solo 
se contaba con los primeros y primitivos microscopios de muy escaso 
aumento. Jenner pudo demostrar experimentalmente su hipotesis en 
1796 cuando se atrevio a inocular al material extraido de las vesiculas 
de una ordenadora infectada con viruela bovina a un nino virgen 
de enfermedad (James Phipps), quien se contagio con este agente. 
Meses despues, Jenner inoculo al nino con liquido de la lesion de un 
paciente con viruela, pero el nino no enfermo. Habia sido inmunizado 
mediante el procedimiento que Jenner acuno con la denomination 
de vacunacion. El exito habia sido tan rotundo que algunos estados 
de Alemania declararon feriado nacional el dia del cumpleanos del 
cientlfico, la Casa Real de Inglaterra decidio la vacunacion de sus 
miembros y en Rusia se llamo Vaccinov al primer nino vacunado. 

Sin embargo, debieron transcurrir 182 anos (1798-1980) desde los 
trabajos pioneros de Jenner hasta lograrse la eradication de la viruela 
del planeta Tierra, lo que se logro mediante una vacuna a virus vivo 
y atenuado, derivada del virus de viruela bovina y que se denomina 
virus vaccinia. De alii proviene el nombre vacuna (del latln, vacca), 
que se utiliza para todo antigeno capaz de inducir proteccion. Por estos 
estudios, Jenner es considerado el padre de la Vaccinologia y este tipo 
de vacunas a virus heterologo se denomina vacuna jenneriana. 

Existen numerosos metodos para obtener vacunas virales (Tabla 
48.3). La mayoria de los virus son labiles a la desecacion y al calory 


esta observation sirvio de base para la preparation de las primeras 
vacunas anti-rabicas. 

La primera vacuna anti-rabica creada por el genial Louis 
Pasteur en 1885, fue preparada en medula espinal de conejo 
inoculado con una cepa de virus rabico denominado virus fijo 
-que habia sido propagado varias veces en conejo y producia 
la enfermedad al cabo de un periodo de incubation fijo-, en 
contraposition al virus salvaje o virus calle, que lo hacia luego 
de un periodo de incubation variable. 

La vacunacion consistia en la administration de varias dosis de | | 

medulas espinales de conejos infectados desecadas a temperature 
ambiente, con diferentes tiempos de desecacion. Las primeras dosis 
contenian medulas con mas tiempo de desecacion mientras que 
las ultimas tenian un menor periodo de inactivacion termica. Esta 
vacuna fue ensayada por primera vez en el nino Joseph Meister, 
quien habia sido mordido gravemente por un perro rabioso siendo 
su pronostico, por ende, fatal. Esta primitiva e historica vacuna de 
Pasteur tuvo exito y el nino sobrevivio ya que la vacuna indujo la 
formation de los anticuerpos necesarios para neutralizar al virus 
salvaje antes de que pudiera acceder al sistema nervioso central. 

Meister fue muerto durante la ocupacion alemana de Paris al ne- 
garse a mostrar la tumba de Pasteur que hasta entonces cuidaba. 

Es necesario recordar que en la epoca de Pasteur no se conocian 
los metodos de cultivo de virus ni los de cuantificacion y recien co- 
menzaban los primeros intentos de aislamiento de virus en animales. 

La vacuna de Pasteur presentaba dos grandes riesgos: 1) que el 
virus no estuviese completamente inactivado; y 2) la posibilidad de 
reacciones auto-inmunes contra la mielina, presente en la medula de 
conejo adulto. 

Posteriormente, las vacunas anti-rabicas se perfeccionaron 
lentamente hasta llegar a las actuales, que se preparan en cultivos 
celulares y presentan riesgos mlnimos o nulos (vease el Capitulo 
26: Rabia). Asimismo, se desarrollaron inactivantes mas seguros 
que la desecacion, como la formalina (solution de formaldehldo al 
37%), la luz ultravioleta, la betapropiolactona, etc. 

El larguisimo camino recorrido desde la primitiva vacuna de 
Pasteur hasta las nuevas vacunas a DNA recombinante senalan 
la asombrosa capacidad creativa del ser humano. 


En la preparation de las vacunas para uso humano es necesario tener 
en cuenta los siguientes factores: 1) la induction de inmunidad pro- 
tectora; 2) el desarrollo de modelos en animales de experimentation; 


2. Factores esenciales a considerar 
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3) la eleccion de la cepa viral; 4) la eleccion del sustrato para su 
replicacion; 5) los metodos de inactivacion o de atenuacion; 6) la 
purificacion; 7) la inmunogenicidad; y 8) los beneficios versus los 
riesgos de su aplicacion al ser humano. 

2. 1 Induccion de inmunidad con los diferentes tipos de vacunas 

Una de las ventajas de las vacunas a virus vivo y atenuado es que 
producen una infeccion. Como consecuencia, se estimula intensa- 
mente la respuesta inmune humoral y celular y la proteccion conferida 
perdura muchos anos. Ademas, peptidos virales son presentados en 
el contexto de una infeccion natural -ya que replican intracelular- 
mente, con la consiguiente neosmtesis proteica- por moleculas del 
complejo mayor de histocompatibilidad de clase I y, por ello, la 
respuesta incluye la produccion de linfocitos T citotoxicos (CD8 + ), 
capaces de destruir las celulas infectadas, ademas de la formacion 
de anticuerpos neutralizantes. 

Por el contrario, las vacunas a virus inactivados no pueden re- 
plicar. Los antfgenos son endocitados, degradados, transportados 
como peptidos a la superficie celular y presentados habitualmente 
al sistema inmune por moleculas del complejo mayor de histocom- 
patibilidad de clase II. En este caso se inducira principalmente la 
slntesis de anticuerpos neutralizantes, pero no una respuesta mediada 
por linfocitos T citotoxicos CD8L 

Si la formacion de anticuerpos neutralizantes es suficiente, estos 
podran prevenir las enfermedades asociadas a futuras reinfecciones. 
Sin embargo, para algunos virus, por ejemplo HIV, se requiere la 
induccion tanto de anticuerpos neutralizantes como de una intensa 
respuesta celular para lograr proteccion, no existiendo aun una vacuna 
eficaz. 

2.2 Desarrollo de modelos en animales de experimentacion 

Es imprescindible contar con modelos animales para reproducir las 
enfermedades virales humanas y as! poder ensayar las vacunas antes 
de su aplicacion al ser humano. Este es un proceso diffcil ya que 
no todos los animales de experimentacion (ratones, ratas, cobayos, 
conejos, primates) desarrollan una enfermedad similar a la producida 
por los virus en el hombre. Una vez lograda la reproduccion de una 


enfermedad similar a la humana en los animales, estos se podran 
inmunizar con la vacuna en estudio, se estudiaran las caracterfsticas 
de la respuesta inmune y -si esta es adecuada- se podran desafiar los 
animales inmunizados con cepas patogenas del virus en cuestion. Si 
se logra proteccion ante el desafio, la cepa vacunal podra ser ensayada 
en voluntaries humanos. 

2.3 Cepa viral 

La cepa seleccionada para una vacuna de uso humano debe tener una 
historia conocida de pasajes (propagacion viral en un determinado 
sustrato celular o animal). En la actualidad, se descartan aquellas cepas 
que hayan experimentado pasajes por hospedadores no aceptados para 
la produccion de vacunas humanas, debido al posible riesgo de conta- 
mination con agentes adventicios (por ejemplo, virus contaminantes 
de origen animal). No sucedla lo mismo en epocas anteriores; por 
ejemplo, el virus vaccinia que se empleo con exito en la eradication 
de la viruela tiene un origen incierto, habiendose demostrado con 
tecnicas de biologla molecular que serfa un recombinante entre el 
virus de la viruela bovina o cow-pox y el virus de la viruela humana. 

Ademas, debe elegirse la o las cepas que contengan todos los 
antfgenos prevalentes en las cepas circulantes en la comunidad donde 
se aplicara la vacuna. Por ejemplo, en las vacunas inactivadas anti- 
influenza se deben incluir los nuevos subtipos que emergen debido 
a las variaciones mayores y menores de este virus. Los anticuerpos 
formados son subtipo-especlficos. La proteccion conferida por las 
vacunas actuales para influenza es restringida ya que induciran protec- 
cion completa solo contra los subtipos contenidos en la misma, pero 
no contra un subtipo completamente diferente que pueda emerger en 
los anos siguientes. Por ello, las cepas vacunales deben actualizarse 
cada ano de acuerdo a las cepas circulantes en el hemisferio norte o 
sur y la vacunacion debe repetirse cada ano. 

Por ejemplo, las cepas vacunales recomendadas por la OMS para 
influenza para el ano 2003 fueron: influenza A/New Caledonia/20/99 
(H1N1) 6 similar; influenza A/Moscow/ 10/99 (H3N2) o similar e in- 
fluenza B/Hong Kong/330/2001 o similar. 

Para el ano 2005, las cepas recomendadas fueron modificadas y 
las propuestas fueron: influenza A/New Caledonia/20/99 (H1N1); 
influenza A/Wellington/1/2004 (H3N2); influenza B (Shangai/36 1/2002) 



Figura 48.1. Curva de inactivacion del virus Junin con formaldehido a diferentes concentraciones. Las dos curvas 
superiores muestran la inactivacion termica del virus Junin a 0° C y a 37° C sin el agregado de formaldehido (FA). A 0° C el titulo 
viral se mantiene invariable durante 48 h, mientras que a 37° C disminuye con el tiempo, descendiendo a 3 logs a las 48 h. Las 
dos curvas inferiores muestran la inactivacion con FAa dos concentraciones diferentes y a 0 °C. Con una concentracion del 0,05% 
no se detectan viriones a las 48 h mientras que con una concentracion mayor de FA 0,1 %, el titulo desciende rapidamente y no 
se detecta infectividad ya a las 24 h. Todas las titulaciones se realizaron por plaqueo y se expresan en Unidades Formadoras de 
Placas -UFP- / ml. Las lineas punteadas son extrapolaciones de las curvas de inactivacion del virus Junin con FA. Luego de 50 
y 70 h de tratamiento con FAal 0,1% y 0,05% respectivamente, se obtiene menos de 1 virion por cada 10 litros de suspension 
viral (10 4 UFP /ml). 
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o equivalente (Capitulo 14). Las caracteristicas de la vacuna para el 
nuevo virus influenza A H IN 1 , pandemico de 2009 se describen en 
el Capitulo 59.1. 

Para el ano 2012, las cepas recomendadas para las vacunas para 
el hemisferio sur son las mismas que para 2011: influenza A/Califor- 
nia/7/2009 (H1N1); influenza A/Perth/ 16/2009 (H3N2) e influenza 
B/Brisbane/60/2008. 

2.4 SUSTRATO 

El sustrato donde replicara la cepa vacunal es un factor de trascenden- 
tal importancia. El descubrimiento realizado por Enders, Wellers y 
Robbins en 1949 file un hito fundamental en el desarrollo de vacunas 
para poliomielitis. Estos investigadores demostraron que el virus 
polio era capaz de replicar in vitro en cultivo de celulas no nerviosas 
(cultivos de rinon de mono). Esto permitio obtener una gran masa 
viral para su empleo como vacuna. 

Los sustratos empleados para produccion de vacunas de uso 
humano deberan estar libres de otros patogenos. Si la replicacion 
se realiza en huevos embrionados (de gallina o pato) o en cultivos 
primarios de embrion de polio, estos deben provenir de aves libres de 
patogenos endogenos (linfomatosis aviaria, encefalomielitis aviaria, 
enfermedad de Newcastle, adenovirus, etc.) 

Actualmente, se preparan en huevos embrionados las vacunas 
inactivadas para influenza y en cultivos primarios de fibroblastos de 
embriones de polio, las vacunas a virus vivo y atenuado para rubeola, 
sarampion, parotiditis y fiebre amarilla. 

El cerebro de ratones lactantes permite la replicacion de numerosos 
virus; por ello, muchas vacunas se prepararon inicialmente en este 
sustrato (fiebre amarilla, encefalitis equinas, rabia, la primera vacuna 
para fiebre hemorragica argentina, etc.). En la actualidad, el empleo 
de ratones o ratas como sustrato para vacunas de uso humano fue 
abandonado, debido al riesgo de contamination con virus murinos y 
a la presencia de mielina, aunque este factor puede ser minimizado 
mediante el uso de animales lactantes (que contienen menos mielina) 
y la ultracentrifugacion de la suspension de cerebro para eliminar 
detritus celulares y la mayor parte de la mielina. 

Desde hace decadas, la mayorfa de las vacunas de uso humano 
se preparan en cultivos celulares ya que son sistemas mas limpios, 
es decir, mas facilmente controlables que los animales en cuanto a 
la ausencia de agentes adventicios. 

En general, se emplean celulas de origen humano tales como 
MRC-5 o WI-38 (lineas diploides humanas) o de primates FRL (fe- 
tal rhesus lung -pulmon de mono rhesus-). Recientemente, se ha 
aceptado una sublinea de celulas VERO (linea continua de rinon de 
mono verde africano) para la produccion de vacuna anti-poliomielitis, 
tipo Salk, vacuna anti-rabica y otras. 

En las celulas que se emplean como sustrato debe controlarse 
el cariotipo y la ausencia de otros virus adventicios (SV40 -Simian 
vacuolating virus-; Foamy virus y otros virus simianos), asi como 
la ausencia de bacterias (especialmente micoplasmas) y hongos. 

2.5 MeTODOS DE INACTIVACldN Y DE ATENUACION 
Inactivation 

La election del inactivante adecuado para un virus determinado, as! 
como la determination del correcto nivel de inactivation son factores 
fundamentales. Los inactivantes usados para vacunas de uso humano 
son: la formalina (solution de fonnaldehido 37% peso/volumen) que 
se emplea en concentraciones de 0,05 -0,1%, la luz ultravioleta y la 
beta-propiolactona. En todos los casos, es imprescindible determinar 
la "dosis" (concentration y tiempo de inactivation) adecuada del 
inactivante para cada virus en particular (Figura 48.1). 

Jonas Salk desarrollo la primer vacuna anti-poliomielltica re- 
plicando el vims patogeno en cultivo de rinon de primate, e inacti- 
vandolo con formol y calor. En los comienzos de la utilization de 
esa vacuna se registraron algunos accidentes graves, ya que un lote 
estaba inactivado en forma insuficiente (episodio recordado como 
incidente del laboratorio Cutter). Otro problema file la contamination 


de un lote con SV40, un poliomavirus simiano endogeno presente en 
los cultivos celulares de primate usados para la replicacion del virus 
polio. Este ultimo fue inactivado por el formol pero no asi el SV40 
que fue resistente a la dosis del inactivante utilizado. 

De alii la importancia de emplear sustratos en los que se excluya 
cuidadosamente la presencia de otros virus adventicios, asf como 
cumplimentar los rigurosos controles del proceso de inactivation. 

Atenuacion 

Cuando se trata de una vacuna a virus vivo y atenuado, la determi- 
nation del correcto nivel de atenuacion es un paso de fundamental 
importancia. Para ello, es imprescindible contar con modelos animales 
que reproduzcan la enfermedad humana al ser inoculados con cepas 
vimlentas aisladas de pacientes. 

El proceso de selection de una cepa atenuada candidata a vacuna es 
complejo. Muchas de estas cepas son mutantes tennosensibles (ft), que se 
propagan a temperaturas en general inferiores a las que se replica la cepa 
original. Las cepas atenuadas -candidatas a vacunas- deberan inducir pro- 
tection duradera sin producir enfermedad ni dano tisular. Los metodos 
empleados habitualmente para la busqueda de cepas vacunales son: 

1 ) Busqueda de mutantes atenuadas en la naturaleza 

Por ejemplo, el vims vaccinia es un vims atenuado para el hombre. 
Por metodos de biologia molecular se determino que seria un recom- 
binante entre el vims de la vimela bovina y el de la vimela humana. 

2) Adaptacion del virus a un hospedador diferente del habitual 
Se han obtenido cepas vacunales mediante pasajes repetidos en huevos 
embrionados (fiebre amarilla, rabia, sarampion). 

Los cultivos celulares presentan grandes ventajas ya que, ademas de 
la presion selectiva que se ejerce desde el hospedador (tipo de cultivo, 
temperatura, pH, etc.) se pueden agregar metodos de clonado. El clonado 
permite aislar la progenie de partlculas geneticamente homogeneas 
a partir de una poblacion inicial (en general heterogenea). Por ello, 
los procedimientos de clonado son un metodo eficiente para aislar 
poblaciones virales con las caracteristicas de atenuacion buscadas. 
Los metodos mas usados son: a) clonado por dilution terminal; 

b) por separation de unidades fonnadoras de placas bajo agarosa; y 

c) clonados por "simple explosion". 

3) Reasociacion genetica entre cepas virales virulentas 
y atenuadas, y entre humanas y animales 

Dado que los rotavirus humanos y animales pertenecientes al grupo A 
comparten un antigeno de grupo, inicialmente se habian desarrollado 
vacunas de tipo jenneriana, utilizando una cepa animal para inmu- 
nizar humanos. Sin embargo, estas vacunas no dieron la protection 
adecuada dado que la respuesta heterotipica fue transitoria y de menor 
efectividad que la homotipica. 

Posteriormente, se desarrollaron vacunas que contenlan parte del 
genoma de una cepa de rotavims de origen animal reasociado con el de 
cepas humanas de diferentes serotipos, lo que permitio generar asi vacu- 
nas multivalentes que contienen los antigenos de los serotipos humanos 
prevalentes (vacunas homo/heterotipicas reasociadas multivalentes). Una 
de estas vacunas file eficaz en la protection contra la enfermedad grave 
y file aprobada y comercializada en EE.UU. en 1998. Sin embargo, su 
empleo file rapidamente suspendido debido a que se la asocio a casos 
de invagination intestinal en algunos de los ninos vacunados. 

En la actualidad ya fueron aprobadas, completaron la fase III de 
estudios clinicos y estan siendo comercializadas dos nuevas formu- 
las vacunales para rotavirus, una monovalente preparada a partir de 
una cepa humana atenuada mediante multiples pasajes en cultivos 
celulares (sin evento de reasociacion alguna entre su genoma y el de 
otras cepas) y otra pentavalente obtenida por reasociacion genomica 
entre una cepa bovina y otra humana (Capitulo 21). 

4) Induccidn experimental de mutaciones. Inicialmente, las muta- 
ciones en el genoma de los virus se lograba mediante radiaciones 
ionizantes, as! como mediante la propagation seriada en hospedadores 
no habituales para el virus en cuestion. 
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Virus o antigenos 

Preparacion 

Inactivada con 

Virus inactivado completo 

Polio, tipo Salk (tipos 1 , 2 y 3) 

Cultivos de rinon de primate 

Formalina 

Rabia, tipo Fuenzalida-Palacios* 

Cerebro de raton lactante 

Luz ultravioleta 

Rabia 

Cultivo celulas diploides (MRC-5, 

WI-38) 

Beta-propiolactona 

Influenza (trivalente) 

Huevos embrionados 

Formalina 

Encefalitis equinas* 

Cultivo celular 

Formalina 

Subunidades antigenicas de virus inactivado 

Influenza (trivalente: dos cepas de 
influenza A -H3N1 yH3N2-yunade 
influenza B) 

Hemaglutinina y neuraminidasa 
purificadas 

Cepas obtenidas en huevos 

Formalina 

Influenza H1N1 pandemica 

Hemaglutinina y neuraminidasa 
purificadas 

Cepas obtenidas en huevos 

Formalina 

Antigenos obtenidos por tecnologia a DNA recombinante 

Hepatitis B 

(vacuna de 2 a y 3 a generacion) 

Insercion de genes virales (que codifican 
epitopes esenciales ) en levaduras 
o celulas de ovario de hamster chino 
permite la production de polipeptidos 
inmunogenicos, p. ej. el HBsAg 


VLPs ( virus-like particles) 

Papilomavirus humano bivalente (16 
y 1 8) o tetravalente (6, 1 1 , 1 6 y 1 8) 
recombinantes 

Antigenos L1/L2 de la capside 


A virus vivo y atenuado 

Polio, tipo Sabin (tipos 1 , 2 y 3) 

Cultivos de rinon de primate 6 celulas 
diploides humanas 

- - " 

Sarampion, cepa Edmonston 

Enders, Moraten u otras 

Cultivos de fibroblastos de embrion de 
polio 

— 

Rubeola, cepa HPV-77; 

Cenderhill, o Wistar RA27/3 

Cultivos de embrion de pato 

— 

Fiebre amarilla, cepa 17D 

Cultivos de fibroblastos de polio 


Parotiditis, cepa Jeryl Lynn, o Urabe 
AM-9 

Cultivos de fibroblastos de polio 

— 

Viruela, virus vaccinia* 

Piel de ternera 

Cultivos celulares 

— 

Triple viral (combinada): 

Sarampion (Schwarz) 

Parotiditis (Urabe AM-9) 

Rubeola (RA27/3) 

Cultivos de embrion de polio 

Cultivos de celulas diploides humanas 


Influenza (trivalente) mutante 
"adaptada a frio" ( cold adapted) 

Tipos A (HI N1 y H3N2) y B 
(administracion por via intranasal) 

Cultivos celulares 


Rotavirus 

Monovalente 

Pentavalente 

Via oral 

Cultivos de celulas VERO 

Cepa humana atenuada 

Reasociacion genomica entre una cepa 
bovina y una humana (serotipos G1 , G2, 

G3, G4 y PI A[8]) 


Virus Junin*, cepa Candid-1 

Cultivo celular 

... 

Varicela-zoster, cepa OKA 

Cultivo celular 

... 


Tabla 48.3. Vacunas virales humanas actualmente en uso. * De uso muy restringido actualmente. 
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Como ejemplo del segundo metodo se puede mencionar a la 
vacuna anti-poliomieh'tica tipo Sabin, que consiste en cepas aisladas 

de casos humanos y atenuadas por pasajes sucesivos en cultivos 
primarios de rinon de mono y purificadas por clonado en cultivos. 

Otro ejemplo es la vacuna anti-sarampionosa, cepa Edmonston, 
obtenida por Enders mediante 24 pasajes en celulas renales humanas, 
28 en cultivo de amnios humano, 6 en huevos embrionados y luego 
un pasaje mas en cultivos de embrion de polio. A partir de esta cepa, 
se desarrollaron otras de mayor atenuacion (cepa Schwarz, Mora- 
ten, Beckenham, Belgrado). Asimismo, se obtuvieron otras cepas 
atenuadas que no parten de la Edmonston, tales como Leningrado 
-4, -16 y otras. 

Muy recientemente -como se indica mas arriba- una vacuna ate- 
nuada para prevenir las gastroenteritis por rotavirus fue desarrollada 
tambien mediante multiples pasajes de propagation viral en cultivos 
celulares . 

Desde la decada de 1990, el advenimiento de la tecnologia de 
la genetica inversa -o por extension tambien denominada genetica 
reversa (del ingles reverse genetics )-, permite la generacion in vitro 
de cDNAs correspondientes al genoma de virus a RNA mediante 
transcription inversa del mismo por una DNA polimerasa-RNA 
dependiente. Estas moleculas de cDNA pueden -a su vez- ser modi- 
ficadas mediante mutagenesis sitio-dirigida y los RNAs resultantes 
(sintetizadosporunaRNApolimerasa, como por ejemplo laT7 RNA 
polimerasa) pueden ser subsiguientemente estudiados en sus pro- 
piedades biologicas. Mediante dicho estudio, es posible seleccionar 
variantes virales asociadas a la atenuacion de su patogenicidad, y 
-por ende- ser analizadas como potenciales fuentes de obtencion de 
inmunogenos. 

2.6 Bases geneticas de la atenuacion 

Sorprendentemente, cuando se analizo el genoma de cepas atenuadas 
se observo un numero limitado de mutaciones en genes claves. Por 
ejemplo, comparando el genoma del poliovirus salvaje tipo 1 con la 
cepa atenuada se observaron 55 sustituciones sobre 7.441 bases. Solo 
21 de esas sustituciones producian cambios de aminoacidos. Con el 
poliovirus tipo 3 atenuado -el que mas frecuentemente revierte a la 
virulencia- solo 10 nucleotidos estaban mutados en la cepa vacunal, 
de los cuales solo 3 resultaron en cambios en aminoacidos en la 
proteina estructural. En el serotipo 3, la sustitucion nucleotidica C 
— > U en la position 472 del extremo 5’ no codificante (5’ NC) esta 
mtimamente asociada a la atenuacion viral. En forma analoga, las 
posiciones 483 (A— >G) y 484 (G— »A) se asocian a la atenuacion de 
los serotipos 1 y 2 de poliovirus, respectivamente. 

2.7 PuRIFICA CION 

La cepa viral en la vacuna debera estar purificada de componentes 
celulares y no debera contener vims adventicios de origen animal (que 
pueden, inadvertidamente, estar presentes en los cultivos celulares), ni 
contaminantes bacterianos (especialmente micoplasmas) o micoticos. 

Luego, es necesario purificar la cepa viral de los componentes 
celulares, lo que a veces resulta dificil. Por ejemplo, las vacunas 
preparadas en embriones de aves pueden contener proteinas del huevo 
que, en individuos alergicos, pueden ocasionar reacciones de hipersen- 
sibilidadpor lo que su aplicacion en esos casos esta contraindicada. 

En la vacuna para hepatitis B de primera generacion -ya en 
desuso-, obtenida a partir de plasma de portadores persistentemente 
infectados con vims hepatitis B, la purification consistia en eliminar 
las particulas infecciosas de 42 nm (particulas de Dane) por centrifuga- 
tion zonal para dejar solamente las particulas de 22 nm (particulas 
defectivas, sin acido nucleico y por ende no infecciosas, pero si 
inmunogenicas). Estas particulas de 22 nm eran luego inactivadas 
con forrnol para evitar el riesgo que implicaria la partial elimination 
de las particulas de Dane o la eventual presencia de otros agentes 
adventicios, tales como retrovirus (HIV, HTLV, etc.), vims hepatitis 
D y parvovirus. Esta vacuna de l a generacion ya no se utiliza debido 
a que se han desarrollado vacunas eficaces y mas seguras para este 


vims, como son las la vacunas de 2da. y 3ra. generacion obtenidas 
mediante ingenieria genetica. 

2.8 El uso de adyuvantes para aumentar la inmunogenicidad 

El termino adyuvante proviene del latin adjuvare, que significa ayudar. 
El proposito del uso de los adyuvantes es incrementar la respuesta 
inmune dirigida contra antigenos de las cepas vacunales (Figura 48.2). 

La cepa vacunal seleccionada debera ser lo suficientemente in- 
munogenica porque si no lo es no sera util como vacuna. Debera, 
ademas, contener todos los epitopes requeridos para la induction de 
anticuerpos neutralizantes para todos los serotipos virales contra los 
que se quiera proteger. 

Las vacunas a virus vivo y atenuado son en general mas inmuno- 
genicas que aquellas a virus inactivado, debido a que en las primeras 
el virus replica en el organismo y produce una infection subclmica, 
como consecuencia de la cual se desarrollan mecanismos de inmu- 
nidad no solo humoral sino tambien a nivel de mucosas e intensa 
inmunidad mediada por celulas. Tambien se ha demostrado que la 
administration de vacunas, en especial a virus vivo y atenuado por 
via oral o inhalatoria estimula el tejido linforreticular asociado al 
intestino (GALT-gut associated lymphoreticular tissue-) y al tejido 
pulmonar, induciendo la migration de linfocitos precursores de los 
productores de IgA a lugares distantes del sitio de la inmunizacion 
tales como las glandulas asociadas a la secretion de leche, saliva, 
lagrimas, etc. 

Las vacunas a virus inactivado actuan solo como antigeno, 
es decir, el vims no replica dado que esta inactivado. En general, 
son menos inmunogenicas, por lo que requieren ser administradas 
en multiples dosis y con el anadido de adyuvantes para aumentar 
la inmunogenicidad de la vacuna. 

Los adyuvantes clasicos son el hidroxido de aluminio -que 
se emplea para vacunas de uso humano-, y aceites minerales y la 
saponina -para vacunas de uso veterinario-. El unico adyuvante per- 
mitido para uso humano en la mayoria de los paises es el hidroxido 
de aluminio. Sin embargo, este promueve una respuesta Tfh (T 
folicular helper), con una disminuida respuesta Thl (por ejemplo, 
reducido numero de linfocitos T citotoxicos) y esta limitado al uso de 
vacunas administradas por via parenteral. Este adyuvante dene tres 
acciones: 1) formation de un deposito tisular de antigenos, para 
promover una exposition prolongada a los mismos; 2) production 
de particulas antigenicas para favorecer la interaction con las celu- 
las presentadoras de antigenos; y 3) activation del complemento y 
estimulacion de macrofagos para inducir la retention y activation 
de linfocitos en los ganglios linfaticos. Debido a algunos de las 
desventajas observadas por el uso del hidroxido de aluminio como 
adyuvante, tales como la induration / inflamacion local, la ausencia 
de biodegradabilidad, el efecto "deposito local" y la debil respuesta 
Th 1 , se ha comenzado con el desarrollo y evaluation de otros adyu- 
vantes, ya que si bien existian otros conocidos de gran poder como 
el adyuvante completo o el incompleto de Freund (que contienen 
micobacterias) no estan permitidos para ser incluidos en vacunas de 
uso humano o animal. 

El desarrollo de nuevos adyuvantes para aumentar el poder in- 
munogenico de las vacunas ha despertado un notable interes en las 
ultimas decadas. Se han estudiado otras sustancias con poder adyu- 
vante como los peptidos muramicos (muramil-dipeptido o MDP), 
liposomas, moleculas transportadoras naturales o sinteticas (ISCOMS 
[immune stimulating complexes ] o -tambien denominadas- micelas 
lipidicas), bacterias como Bordetella pertussis, etc. 

Los peptidos muramicos son copias sinteticas de estructuras re- 
petitivas del peptidoglicano de las bacterias. El MDP o sus derivados 
unidos a diversos antigenos, aumentan las propiedades biologicas 
de estos, aun cuando son administrados por via oral. Actuarian au- 
mentando la action macrofagica. Hasta ahora, se han empleado a 
nivel experimental (en animales) para aumentar la respuesta inmune 
a diversos antigenos. 

Un desarrollo reciente ha mostrado la utilidad del uso de vi- 
rosomas como adecuados transportadores de antigenos y como 
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adyuvantes, con el objeto de incrementar la respuesta inmime indu- 
cida. Estas estructuras virosomicas corresponden a la inclusion de 
glicoproteinas del virus influenza (hemaglutinina y neuraminidasa) 
en un contexto fosfolipldico de liposomas (70% de lecitina, 20% 
de cefalina [un estimulador de celulas B sin necesidad de la coo- 
peration T y una molecula a la cual se unen partlculas de hepatitis 
A]) y de lipidos de la envoltura del virus influenza [10%]). De alii 
la denomination de inmunopotenciador reconstituido de virosomas 
de influenza (en ingles, IRIV [immunopotentiating reconstituted 
influenza virosomes]). Los virosomas son particulas virus-simil 
(en ingles, virus-like particles o VLPs) obtenidas por solubiliza- 
tion con detergente y posterior procedimiento de remocion, que 
carecen de material genetico por lo que no son infectantes per se. 
Como se referira hacia el final de este capltulo, las VLPs pueden 
obtenerse tambien habitualmente mediante tecnicas de ingenierfa 
genetica en las que sistemas de expresion tales como los virus 
vaccinia o baculovirus recombinantes pueden lograr que celulas 
eucarioticas produzcan las protefnas vacunales de interes al portar 
el gen correspondiente (de un virus foraneo) en su genoma. 

La adicion de virosomas a una formulation vacunal promueve 
la encapsulacion del virus inactivado en cuestion, formando una 
estructura esferica de unos 150 nm. Dicha capsula expresa en su 
superficie la neuraminidasa y la hemaglutinina del virus influenza, 
por medio de la cual se promueve la internalization del virosoma 
a celulas presentadoras de antigenos en un proceso de endocitosis 
mediado por receptores. Ademas, pueden estar unidos a dicha su- 
perficie virosomal otros antigenos como los que son de interes para 
generar la respuesta inmune. Luego de un cambio conformational 
(pH-dependiente) de la hemaglutinina, se fusionan la membrana del 
virosoma con la del endosoma, liberandose el contenido vacunal 
encapsulado (por ejemplo, un virus inactivado) en su interior. Los 
antigenos unidos a la superficie del virosoma son liberados en el 
endosoma y presentados por moleculas del CMH-II. La liberation 
al citosol de las protefnas encapsuladas por el virosoma promueve la 
presentation al sistema inmune a traves de moleculas del CMH-I, lo 
cual genera la subsiguiente participation de linfocitos T citotoxicos. 
En smtesis, los virosomas son capaces de promover una respuesta 
mediada por linfocitos B y T, combinando en una unica partlcula la 
presencia del antlgeno y el adyuvante. Un ejemplo de este tipo de 
vacuna lo constituye una de las comercializadas para la profilaxis de 
la hepatitis A. Esta es una vacuna a virus inactivado (cepa RG-SB) 
propagada en celulas diploides, e inactivada con formalina, que esta 
acoplada en forma no covalente a la superficie de virosomas, me- 
diante enlaces electrostaticos con residuos de fosfatidiletanolamina 
presentes en el virosoma. Esta vacuna induce un 100% de protection 
al cabo de 10 dlas de una unica dosis vacunal, lo cual esta asociado 
al desarrollo de anticuerpos neutralizantes que perduran por muchos 
anos. 

Mas recientemente aim, se han incorporado a las estructuras 
virosomales ligandos lipopeptidicos para receptores especiflcos 
como TLR-2, lo cual permite la activation tanto de linfocitos B 
como de celulas dendrfticas. Adiferencia de otros adyuvantes como 
el hidroxido de aluminio, los virosomas permiten la simultanea acti- 
vation y presentation antigenica de una misma celula correspondiente 
a dichas estirpes celulares. 

Tambien con el proposito de aumentar la respuesta inmune se han 
estudiado en ensayos clinicos controlados el uso de inmunomodu- 
ladores (ya sea como tales, o bien en casetes de DNAcodificante para 
ellos) por ejemplo, interferones, interleuquina 12 o timopoyetina, asi 
como el empleo de oligodesoxinucleotidos (ODN) con islas CpG 
(vease en este capitulo el Item 7, Perspectivas para el future). Tambien, 
recientemente se ha propuesto la utilization de copolimeros que ademas 
de las tres acciones mencionadas para el hidroxido de alumnio, poseen 
propiedades de adhesion especial de moleculas y pueden tambien de- 
tenninar el isotipo (IgG 1 o IgG 2) y la especificidad de los anticuerpos 
formados ante la administration de un inmunogeno. Estos copolimeros 
estan constituldos por bloques no ionicos hidrofilicos de polietieleno 
(POE) e hidrofobicos de polipropileno (POP). Los poloxameros estan 
formados por cadenas de POE y POP. 


3. Beneficios versus riescos eiu la vacunacion 

Si bien los significativos avances logrados en los ultimos anos han 
permitido obtener vacunas con riesgos mfnimos o nulos, no sucedfa 
lo mismo con las primeras vacunas. 

Siempre debe tenerse en cuenta el beneficio (induction de pro- 
tection, disminucion del costo de atencion de los casos clfnicos y 
de las secuelas de la enfermedad, etc.) en relation al riesgo de la 
vacunacion. 

El ejemplo clasico es la vacunacion anti-variolica (este tema se 
trata en el Capltulo 28, Poxvirus). La viruela file desde la antigiiedad 
un gravfsimo problema sanitario, debido a su transmision respiratoria, 
a la elevada mortalidad y secuelas deformantes que producfa. La 
vacunacion antivariolica fue iniciada por Jenner en el siglo XVIII. 
pero -como se refirio anterionnente- recien en 1980 pudo declararse 
al planeta Tierra libre de esta enfennedad. Esto se logro mediante 
un esfuerzo combinado de todos los pafses, coordinado por la OMS 
para la aplicacion de la vacuna anti-variolica a nivel mundial. 

Apartir de la eradication de la enfermedad, la OMS aconsejo 
suspender la vacunacion (antes obligatoria en paises que tenlan viruela 

0 en los viajeros hacia paises donde era endemica la enfennedad), ya 
que los riesgos asociados a la vacuna eran mayores que el beneficio 
(prevention de la enfermedad) dado que ya no existlan casos humanos 
ni reservorios animales que mantuvieran el virus en la naturaleza. 

Los riesgos calculados de la vacunacion anti-variolica son: va- 
cuna diseminada (250 / 1 000 000 de vacunados) miocarditis (70 / 

1 000 000), eczema vacunal (30/1 000 000), encefalitis post-vacunal 
(4 / 1 000 000), y muerte (5 / 1 000 000). 

Sorprendentemente, en el siglo XXI el riesgo teorico de adquirir 
la viruela ha resurgido como consecuencia del probable empleo 
del virus viruela como un arma biologica por agentes del bioterro- 
rismo. La diseminacion intentional del virus viruela encontrarfa a 
la poblacion mundial sin protection, ya que la vacunacion ha sido 
suspendida, y la enfermedad se diseminaria facilmente dada su 
transmision respiratoria y su elevada resistencia el medio externo 
(Capitulo 28, Poxvirus). 

Otro ejemplo del analisis del riesgo versus beneficio lo cons- 
tituye las vacunas anti-poliomielitis a virus vivo y atenuado tipo 
Sabin. Esta vacuna posee enormes ventajas como la facilidad de su 
administration por via oral, la induction de inmunidad humoral y 
secretoria de larga duration y la inmunizacion de contactos, pero 
posee el inconveniente de la reversion a la virulencia. Datos de la 
OMS obtenidos en diferentes pafses sobre casos de polio paralitica 
post- vacunacion han demostrado la importancia de este problema. 
Si bien la reversion a la virulencia se observa en escaso numero de 
vacunados (1 caso de polio paralitica en vacunados cada 3 000 000 
de dosis aplicadas) y de contactos (1 caso cada 5 000 000 de dosis) 
representa un inconveniente que debe ser cuidadosamente evaluado 
en el momenta de elegir una vacuna de aplicacion masiva. Es de 
destacar que en pafses desarrollados el virus polio salvaje ha sido 
erradicado y los escasos casos de polio paralitica que se observan 
son debidos a la cepa vacunal. En Argentina no se registra la cir- 
culation del virus polio salvaje desde hace anos, aunque se detecta 
un numero bajo de casos de polio asociados a la administration de 
la cepa vacunal. 

Estos hallazgos han estimulado el desarrollo de nuevas vacunas 
anti-poliomielitis inactivadas (tipo Salk) y concentradas para aumentar 
enormemente su potencia. En algunos pafses se emplea esta nueva vacuna 
anti-polio inactivada asociada a la vacuna triple bacteriana (anti-tetanica 
/ anti-difterica / anti-coqueluche). 

4. Vacunas a virus inactivado 

4.1 A VIRUS COMPLETO 

Las vacunas a virus inactivado consisten en suspensiones de virus, 
propagados en diversos sustratos (inicialmente, en cerebro de ra- 
tones; actualmente, en huevos embrionados y cultivos celulares) 
e inactivados cuidadosamente mediante procedimientos controla- 
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Titulo 

de 

anticuerpos 



Figura 48.2. Efecto de la administracion de adyuvante sobre la respuesta de anticuerpos formados en raton ante la 
inyeccion de albumina de huevo. Los ratones fueron inoculados con 2 mg de albumina suspendidos en solucion salina 
(linea punteada) o con adyuvante incompleto de Freund (linea continua). Se indican los titulos de anticuerpos a traves del 
tiempo en ambos grupos. 


dos. La inactivacion puede realizarse con formalina y calor, beta- 
propiolactona o luz ultravioleta. 

Dado que el vims contenido en la vacuna esta inactivado, es in- 
capaz de replicar en el hospedador. Estas vacunas al ser introducidas 
al organismo por via parenteral, actuan como antfgeno produciendo 
una respuesta inmunologica humoral (Tabla 48.4). Como respuesta 
a la primera dosis (respuesta primaria) habra inicialmente produc- 
tion de IgM y posteriormente de IgG; como respuesta a las dosis 
siguientes (respuesta secundaria) habra principalmente produccion 
de IgG (Figura 48. 3A y 48.4). 

Para que una vacuna sea efectiva debe inducir la formation de 
anticuerpos neutralizantes (con adecuada maduracion de su afinidad) 
que protejan contra la infeccion. En general, se requieren varias dosis 
para lograr una inmunidad duradera (vacuna Salk) y esta es siempre 
de menor duration que en el caso de una infeccion natural. 

Ventajas 

Las vacunas a virus inactivado no ofrecen riesgos, siempre que se 
controle adecuadamente su nivel de inactivacion y que el sustrato 
en el que replied el virus no sea capaz de inducir mecanismos 
inmunologicos de lesion en el hospedador. Dado que no produ- 
cen viremia se pueden administrar sin riesgo alguno a la mujer 
embarazada o a pacientes inmunosuprimidos. 

Des ventajas 

Dado que el virus vacunal no replicara, se requiere inocular una gran 
cantidad de antfgeno para desencadenar una respuesta eficaz. La 
produccion de elevada cantidad de estos antfgenos tiene un alto costo. 
Otra desventaja es que se requieren multiples dosis a administrar para 
producir la respuesta deseada. 

Los riesgos asociados a las primeras vacunas anti-rabicas (tipo 
Pasteur o tipo Semple) se debian fundamentalmente a la mielina 
que contenian, proveniente del tejido nervioso en los que se re- 
plicaba el virus. La mielina actuaba como antfgeno induciendo 
gravfsimas reacciones de hipersensibilidad que conducfan a la 
desmielizacion y al dano neurologico irreversible. Estos inconve- 
nientes fueron superados paulatinamente con el uso de cerebro de 
ratones lactantes (en vez de adultos) para replicar el vims rabico 
y con la centrifugation a alta velocidad para eliminar la mielina 
remanente. Esta vacuna se inactivaba con luz ultravioleta. Estos 
avances fueron logrados por dos investigadores chilenos (Fuen- 
zalida y Palacios) y esta vacuna, denominada Fuenzalida-Palacios 
en honor a esos investigadores fue empleada con exito durante 
muchos anos en nuestro pafs siendo preparada en el Instituto 
Nacional de Microbiologia Carlos G. Malbran (Buenos Aires), 
actualmente ANLIS C. G. Malbran. 


En la actualidad, ya no se emplean animales como sustrato para 
vacunas de uso humano, con la exception de huevos embrionados 
para algunas vacunas anti-influenza. La mayoria de las vacunas se 
preparan en cultivos celulares, (lineas celulares diploides o cultivos 
primarios), cuidadosamente controlados para la exclusion de otros 
vims endogenos contaminantes. Las vacunas preparadas en huevos 
estan contraindicadas en los individuos alergicos a las proteinas del 
huevo. Ademas, dado que contienen pequenas cantidades de antibioticos 
(polimixina B, neomicina y estreptomicina) estan contraindicadas 
en los individuos alergicos a los mismos. 

Vacunas inactivadas de uso actual 

Al presente, las vacunas inactivadas a virus completo en uso son: 
1 ) la vacuna anti-poliomielitica tipo Salk (mono o polivalente) in- 
activada con formalina, de la cual existen dos formas, la clasica y la 
concentrada que puede incluirse en una unica preparation vacunal 
junto a la vacuna triple bacteriana; 2) la vacuna anti-hepatitis A; 3) 
vacunas anti-rabicas preparadas en celulas diploides; 4) vacunas para 
encefalitis equinas inactivadas con formalina (de uso veterinario); y 
5) vacunas anti-influenza a virus fraccionados o con antigenos purifi- 
cados (que reemplazaron a otra previamente utilizada que empleaba 
vims completo inactivado). 

Las ventajas e inconvenientes de las vacunas inactivadas versus 
las vacunas a vims vivo y atenuado se mencionan en la Tabla 48.5 y 
un listado de las inactivadas en uso en la Tabla 48.3. 

4.2 Vacunas inactivadas con fraccion 
ANTIGENICA, A SUBUNIDADES Y VLPs 

Dado que la respuesta inmune a un vims es habitualmente dirigida 
principalmente contra una proteina critica de superficie, esta proteina 
puede ser usada como vacuna si es adecuadamente presentada al 
sistema inmune. 

Las vacunas a subunidades pueden prepararse mediante multiples 
metodos: a) purification de la/las proteinas de superficie importantes 
a partir de la particula viral; b) por tecnicas de DNA recombinante, 
clonado y expresion de la proteina viral deseada en una celula hos- 
padadora adecuada como, por ejemplo, una levadura o una bacteria 
no patogena. 

Vacunas a subunidades 

Un ejemplo son las vacunas actuales para influenza, que contienen las 
glicoprotefnas de envoltura -hemaglutinina (HA) y neuraminidasa 
(NA)- purificadas de las cepas de influenza Ay B. Estas vacunas deben 
ser actualizadas cada ano con las cepas prevalentes en circulation en 
el hemisferio norte o en el hemisferio sur, debido a los cambios an- 
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Figura 48.3. Estimulacion antigenica y respuesta inmune inducida por una vacuna inactivada (A) y por una atenua- 
da (B). La vacuna inactivada (por ejemplo, la anti-poliomielitica Salk) se comporta como un antigeno inerte, mientras que 
la vacuna atenuada (por ejemplo, la anti-amarilica) se asocia a un incremento de la dosis de antigeno administrado, ya que 
replica en el organismo infectandolo. 


Propiedad 

A virus inactivado o a subunidades 

A virus vivo y atenuado 

Induccion de anticuerpos 

++++ 

++++ 

Linfocitos T citotoxicos CD8 + 

- (habitualmente) 

++++ 

Linfocitos T ayudadores CD4 + 

++++ 

++++ 

Respuesta contra todos 
los antfgenos virales 

Raramente 

Habitualmente 

Duration de la inmunidad 

Meses o anos 

Decadas o anos 

Riesgo de enfermedad 

- 

+ 


Corpus 

Editorial Tabla 48.4. Caracteristicas de la respuesta inmune inducida por vacunas a virus inactivado y a virus vivo y atenuado. 


tigenicos mayores ( shift ) y menores {drift) que suelen experimentar 
los virus influenza. 

Otra forma de obtener estos antfgenos es por ruptura de la en- 
voltura viral (vacuna a virus fraccionados o split ). 

Las vacunas para influenza son trivalentes y en ellas se incluyen 
dos subtipos de influenza A (H INI y H3N2) y una cepa de influenza 
B, todas seleccionadas entre las prevalentes en circulacion de acuerdo 
a los datos obtenidos por medio de la vigilancia epidemiologica de 
estos virus a nivel mundial (Capitulo 14, Orthomyxovirus y Capitulo 
59.1, Vacuna para influenza A H IN 1 pandemica). 

Otro ejemplo (historico) es la vacuna para hepatitis B de l a 
generacion, que se obtenia a partir de plasma de portadores cronicos 
de hepatitis B mediante centrifugacion para separar las particu- 
las de 22 nm de las particulas infecciosas (particulas de Dane). 
Esta preparacion, inactivada con formalina y calor, constituyo la 
primera vacuna para hepatitis B pero esta en desuso desde hace 
varios anos. 

Otro ejemplo es la vacuna para hepatitis B de uso actual que 
contiene el antigeno de superficie del virus de hepatitis B (HBs 
Ag), obtenido por expresion de un gen viral clonado en levaduras. 

VLPs (Virus-Like Particles) 

En los ultimos anos se han desarrollado vacunas profilacticas 
para prevenir la infeccion con papilomavirus humanos, en espe- 
cial las asociadas a los tipos 16 y 18 que presentan mayor riesgo 
de oncogenicidad. El sistema empleado fue preparar particulas 
semejantes a virus o VLPs. Lo que se realizo por la aplicacion 
de tecnicas de ingenieria genetica que permitieron el clonado del 
gen que codifica la proteina principal de la capside (LI) en un 
vector plasmidico de expresion, el cual introducido en un sistema 
eucariotico adecuado (por ejemplo, la levadura Saccharomyces 
cerevisiae) produce la proteina deseada, que se secreta. Cuando 


la concentracion de dicha proteina en el medio de cultivo es alta 
esas moleculas se auto-ensamblan produciendo capsides vacias 
(VLPs) con una morfologia similar a la del virus original pero 
carentes de genoma y por ende no infectantes. Por ello, a las VLPs 
tambien se las denomina "pseudo-viriones". Otras formas de ob- 
tener VLPs ademas del uso de sistemas de expresion de proteinas 
virales de interes como inmunogenos (tales como los utilizados 
por los virus vaccinia o baculovirus recombinantes al infectar 
celulas de primates o de insectos, respectivamente) consiste en la 
solubilizacion de envolturas virales como las de influenza, luego 
sometidas a un procedimiento de remocion y purificacion, lo que 
origina VLPs denominados virosomas (vease en este capitulo el 
item Adyuvantes). 

Una ventaja de las VLPs es que los epitopes estructurales del vims 
necesarios para la induccion de anticuerpos neutralizantes presentan 
la conformacion natural. Estas vacunas han sido aprobadas por la 
FDA (EE. UU.) y en el 2007 se estan aplicando, aunque su costo es 
muy elevado en formulaciones vacunales cuadrivalentes (anti-HPV 
6, 11, 16y 18; Capitulo 29, Papilomavirus). Otra vacuna bivalente a 
VLPs (anti-HPV 16 y 18 producida en celulas de insecto infectadas 
con baculovims recombinante) ha sido tambien evaluada en ensayos 
de fase III con resultados semejantes a los de la cuadrivalente antes 
mencionada, por lo que se comercializa desde 2007. Ademas del 
adyuvante hidroxido de aluminio presente en la vacuna cuadriva- 
lente, la bivalente contiene monofosforil lipido A (un derivado de 
endotoxina bacteriana). 

Se encuentran en ensayo clinico, multiples estrategias para lo- 
grar una respuesta protectora ante la administration de una vacuna 
a VLPs contra el HIV/SIDA, combinadas con otras formulaciones 
inmunogenicas. 

Las VLPs interactuan con las celulas dendrfticas promoviendo 
una respuesta antiviral mediada por interferon-a e interferon-y y por 
IL-10. 


698 


VIROLOGIA MEDICA / Guadalupe Carballal - Jose Oubina 


4.3 EtAPAS EN LA PREPARACION DE UNA V ACUNA A VIRUS INACTIVADO 

El proceso de la preparation de una vacuna es lento, complejo y de 
alto costo. Aqul resumiremos las etapas a seguir. Todos estos pasos 
estan sujetos a rigurosos controles y reglamentaciones internacionales. 

1 ) Aislar el o los serotipos virales causantes de enfermedad. 

2) Obtener altos titulos de virus mediante replicacion en sus- 
tratos aptos para vacunas de uso humano (lineas celulares 
especiales 6 huevos embrionados libres de patogenos). 

3) Separar el virus de las celulas en las que replied y concentrar 
la preparacion viral. 

4) Inactivar el virus con dosis controladas de inactivantes: forma- 
lina, luz ultravioleta, beta-propiolactona, etc. 

5 ) Asegurar que la inactivacion sea completa por determinacion del 
titulo viral inicial (previo a la inactivacion) y secuencialmente 
durante el proceso. 

6) Inocular animales de experimentacion con la vacuna inactivada 
para observar ausencia total de enfermedad e induccion de 
anticuerpos neutralizantes en titulos adecuados. 

7) Determinar la resistencia de los animales inmunizados al desa- 
flo con cepas patogenas del vims en cuestion. Inicialmente se 
pueden usar diversos animales pero en las etapas finales deben 
emplearse primates. 

8) Si los animales sobreviven se habra detenninado la inocuidad 
de la vacuna. 

9) Determinar la minima cantidad de proteina viral necesaria para 
inducir proteccion en animales y el numero de dosis necesario 
para lograr la proteccion adecuada. 

9) Una vez obtenido el lote semilla, determinar cuidadosamente 
la ausencia de contaminantes (bacterianos, micoticos, mico- 
plasmas, virus endogenos, etc.). Luego se diluira la vacuna 
para obtener la cantidad de antlgeno necesaria para cada dosis. 

10) Finalmente, la vacuna es liofilizada y conservada refri- 
gerada. 

11) Una vez determinada su inocuidad y antigenicidad en volun- 
taries y luego de aprobar los estudios de fase I, II y III y de ser 
aprobada por organismos internacionales, se podra aplicarla 
en las poblaciones susceptibles. 

5. Vacunas a virus vivo y atenuado 

Las formas de obtencion de cepas vivas atenuadas para su uso como 
vacunas es aun mas compleja que la de aquellas a virus inactivado. 
Las vacunas a virus vivo y atenuado presentan una disminucion 
ostensible en su patogenicidad para el hombre pero conservan 


su inmunogenicidad. Su inoculacion produce una infeccion ya que 
la cepa vacunal replica en el organismo, aunque habitualmente no 
produce manifestaciones clinicas o, si existen, son leves (fiebre, 
exantema, etc.). 

Ventajas 

La replicacion viral genera una intensa respuesta inmune humoral 
y celular, y por lo tanto proteccion, similar a la producida por la 
infeccion natural. La inmunidad desencadenada por las vacunas 
a virus vivo y atenuado es habitualmente de mayor intensidad 
y duration que la producida por las vacunas inactivadas. Las 
ventajas e inconvenientes de unas y otras se observan en las Tablas 
48.4 y 48.5. 

En el caso de la vacuna anti-poliomielltica tipo Sabin otra ven- 
taja es la administracion oral, lo que facilita la vacunacion masiva 
y disminuye el costo. La production de IgA secretoria que resulta 
de la infeccion de la mucosa intestinal con virus vacunal promueve 
en el inmunizado la interruption de la cadena epidemiologica de 
transmision del virus polio salvaje (Figura 48. 3. B y 48.4). 

Desventajas 

Es necesario tener presente que las vacunas a virus vivo y atenuado 
estan contraindicadas en la mujer embarazada, ya que pueden 
producir viremia y pasar al feto. Algunas de ellas tambien estan 
contraindicadas en los inmunosuprimidos (por ejemplo, anti-polio 
oral). 

Un factor de gran importancia es la conservation de las vacunas. 
Una vez liofilizadas, las vacunas a virus vivo y atenuado pueden 
conservarse durante meses a bajas temperaturas pero, una vez re- 
constituidas, pierden actividad rapidamente a temperatura ambiente, 
y aun a 4° C, debiendo usarse dentro del dia de su reconstitution. Por 
estas razones, la conservation de una adecuada cadena de frio es de 
fundamental importancia en las campana de vacunacion, especialmente 
en pafses con altas temperaturas ambientales. Muchas fallas en las 
campanas de vacunacion se deben a alteration de dicha cadena de 
frio. En la actualidad, las heladeras donde se conservan las vacunas 
deben tener un control constante de temperatura a fin de monitorear 
su adecuado funcionamiento. 

Uno de los mayores riesgos de las vacunas a virus vivo y 
atenuado es la reversion a la virulencia. Este aspecto ha sido 
exhaustivamente estudiado en relation con casos de poliomielitis 
paralitica como consecuencia de la inmunizacion con la vacuna 
Sabin, en especial con el serotipo 3 de esta vacuna (vease "Bene- 
ficios versus riesgos"). 


Vacuna 

A virus vivo y atenuado 

A virus inactivado 

Ejemplo 

Anti-poliomielitis, tipo Sabin 

Anti-poliomielitis , tipo Salk 

Ventajas 

Facil administracion (via oral) 

Simil infeccion natural 

Produce infeccion inaparente 

Persistencia de la inmunidad 

Intensa respuesta humoral 

Respuesta inmune en mucosa intestinal (IgA) 
Infeccion de contactos 

Actua solo como antigeno; no replica 

Segura 

Intensa respuesta humoral 

Facilidad en su conservation 

Puede aplicarse a inmunosuprimidos 

Inconvenientes 

Riesgo de reversion a la virulencia 

Interferencia con otros virus 

Infeccion de contactos 

Alto costo para determinar nivel de atenuacion 
Inactivacion a altas temperaturas ambientales 
Necesidad de cadena de frio 

Necesidad de varias dosis 

No provee inmunidad en mucosas* 

Alto costo por la inoculacion 
parenteral de multiples dosis; 
costo de jeringas, agujas, personal 


Tabla 48.5. Ventajas e inconvenientes de las vacunas a virus vivo y atenuado versus las vacunas inactivadas. 

* La vacuna Salk solo induce la formation de IgA especifica en la mucosa, si se administra luego de una dosis inicial con 
vacuna Sabin. 
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5. 1 Etapas en la obtencion de vacunas a virus vivo y atenuado 


) Corpus 
Editorial 


La obtencion de una cepa atenuada y los estudios que deben realizarse 
para determinar su grado de atenuacion y su inmunogenicidad son su- 
mamente largos y complejos. Habitualmente insumen muchos anos de 
trabajo ininterrumpido y de muy alto costo. Los pasos son: 

1 ) Busqueda de mutantes atenuadas a partir de la naturaleza o en 
el laboratorio. 

2) Determination de su nivel de atenuacion mediante la obser- 
vation de las caracterfsticas de la infection en animales de 
experimentation en contraposition a la infection producida 
por cepas salvajes. 

3 ) Amplification de la mutante en cultivos aptos para el desarrollo 
de vacunas de uso humano. 

4) Control riguroso del nivel de atenuacion y de la ausencia de 
induction de neurovirulencia o de mecanismos inmunopato- 
logicos de lesion en diversos animales, incluyendo primates. 

5) Determinacion de su antigenicidad e induction de anticuerpos 
neutralizantes y/o inmunidad celular. 

6) Determinacion de su capacidad de inducir protection en ani- 
males frente al desaflo con cepas patogenas. 

7) Una vez obtenida la cepa eficaz e inocua se prepararan los lotes 
semilla en condiciones estrictas y se titularan para determinar 
la cantidad a ser incorporada en la vacuna (por metodos de 
plaqueo, DICT 50 , etc.). 

8) Se determinant la ausencia de otros contaminantes (otros virus, 
bacterias, hongos). 

9) La vacuna sera liofilizada y conservada a 4° C. 

10) Una vez reconstituida sera inoculada a voluntaries. 

11) Se determinant el nivel y duration de los anticuerpos neutra- 
lizantes, la ausencia de efectos adversos y la cantidad de dosis 
necesarias, as! como el titulo viral en las mismas para inducir 
anticuerpos de larga duration y la mejor via de inoculation. 

12) Finalmente, luego de los ensayos de fase I, II y III y de la 
obtencion de la aprobacion por organismos internacionales 
se podra emplear en la inmunizacion de poblaciones sus- 
ceptibles. 

Las principals vacunas a virus vivo y atenuado en uso en la 
actualidad son las siguientes: anti-poliomielltica tipo Sabin (incluye 
los 3 serotipos de poliovims), anti-arampionosa, anti-mbeolica y anti- 
parotiditica. Estas tres ultimas se pueden administrar simultaneamente 
en forma de una vacuna denominada triple viral o MMR (del ingles: 
measles, mumps, rubella). Estas vacunas integran el calendario oficial 
de vacunacion en Argentina. 


Otras vacunas a virus vivo y atenuado, de uso mas reciente son 
las que corresponden a la prevention de la varicela y de diarreas por 
rotavirus. 

Existen otras vacunas a vims vivo y atenuado que estan restringidas 
apobladores de areas endemicas o a viajeros a las mismas, o a personal 
de laboratorio como la vacuna para fiebre amarilla (cepa 1 7D o cepa 
Dakar), vacunas para encefalitis equinas, para fiebre hemorragica argentina 
(cepa Candid- 1), etc. En EE. UU. se emplea una vacuna a vims vivo y 
atenuado contra influenza por via intranasal que no esta disponible en 
Argentina. 

6. Vacunas de uso actual en adultos y ninos: 

CALENDARIO OFICIAL DE VACUNACION EN ARGENTINA 

Los esquemas e indicaciones de las vacunas virales de uso actual en 
adultos y ninos se observan en la Tabla 48.6 y el Calendario oficial de 
Vacunacion para Argentina, que es obligatorio y gratuito, se observa 
en la Tabla 48.7. 

Vacunas obligatorias para ninos, segun el calendario oficial de 

VACUNACION EN ARGENTINA Y OTRAS VACUNAS NO OBLIGATORIAS 

Las vacunas virales obligatorias son las siguientes: anti-poliomielitis 
(Sabin) via oral; triple viral que incluye sarampion, paperas y rubeola, 
via intramuscular. Estas vacunas son a virus vivo y atenuado. Tambien 
son obligatorias las vacunas anti-hepatitis A y anti-hepatitis B (a vims 
inactivado o fraction antigenica, respectivamente; se aplican por 
via intramuscular); la vacuna inactivada para influenza (trivalente 
que incluye la cepa pandemica) se aplica por via intramuscular y 
esta indicada para ninos de 6 a 24 meses -independientemente de 
los factores de riesgo- y para ninos mayores de 2 anos con factores 
de riesgo (Capitulo 59.1). Desde 2011 se incorporo al calendario 
oficial una vacuna para HPV. Ver dosis e indicaciones en la Tabla 
48.7 (Calendario Oficial de Vacunacion en Argentina). 

Existen otras vacunas no obligatorias para ninos, pero que se 
emplean en la actualidad. Estas son: 

1 . La vacuna anti-varicela-zoster (a virus vivo y atenuado). Se aplica 
1 dosis SC en ninos de 12 meses a 12 anos. En mayores de 13 
anos susceptibles se aplican 2 dosis con intervalo de 6 semanas. 
Puede emplearse en ninos con leucemia, previa suspension del 
tratamiento anti-neoplasico. Esta contraindicada en el embarazo 
por ser a virus vivo , en alergicos a neomicina y en pacientes con 
linfopenia. 


Poliovirus 1 


Poliovirus 2 


■ iPV □ IPV/OPV □ OPV 


■ tPV □ IPV/OPV □OPV 
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Figura 48.4. Comparacion de la respuesta inmune humoral a las vacunas anti-poliomieliticas. Media geometrica del titulo de 

anticuerpos (MGT) segun el serotipo, la dosis y el esquema de virus polio administrado. IPV: vacuna inactivada anti-poliomielltica. OPV: vacuna oral anti-poliomielltica. Las tasas de 
seropositividad a los 2 meses despues de la 2da. dosis con IPV fueron de 98 - 100% para los 3 tipos, mientras que los vacunados con OPV alcanzaron el 97,1%, el 99,3% y el 92,1 % 
de seropositividad para los tipos 1 , 2 y 3, respectivamente, siendo estadisticamente significativa la diferencia en la respuesta humoral para este ultimo serotipo entre ambos esquemas de 
inmunizacion (p< 0,001). Un mes despues de la 3ra. dosis, el 100% de los vacunados con IPV exhibi'a anticuerpos contra los 3 tipos, mientras que un 99%, 100% y 97% de los vacunados 
con OPV habfan desarrollado dicha respuesta para los tipos 1, 2 y 3, respectivamente. Los ninos que recibieron IPV solamente, exhibian una MGT mayor que aquellos a quienes se 
administro OPV. Fuente: Asturias EJ et al. J Infect Dis 2007; 196: 692-8. 
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2. Las nuevas vacunas anti-rotavirus, via oral. A1 presente se comer- 
cializan dos: una monovalente humana atenuada (con mayor distri- 
bution en Europa) y otra multivalente (obtenida por reasociacion de 
fragmentos genomicos entre rotavirus humano y bovino -apatogena 
para el hombre-). Dc la primera se deben administrar dos dosis, 
mientras que para la segunda se recomienda la administration de 
tres dosis, a los 2, 4, y 6 meses de edad. 

7. Perspectivas para el futuro 

A pesar de los progresos considerables en el desarrollo de vacunas 
todavra mueren millones de ninos por aiio de enfermedades infec- 
ciosas de origen viral en los paises en vias de desarrollo (diarrea por 
rotavirus, infecciones por virus sincicial respiratorio y otros virus 
respiratorios, sarampion, HIV/SID A, etc.). 

Aunque existen vacunas efectivas para prevenir muchas enfer- 
medades virales, la eficacia en la prevention depende de la extension 
de la cobertura a toda la poblacion en riesgo de enfermar. Son numerosos 
los factores que limitan la eficacia de los programas de vacunacion, en 
especial en los paises en vias de desarrollo: 

1 . Muchas vacunas requieren ser administradas en varias dosis por 
inyeccion, lo que tiene un alto costo (personal, material esteril, 
etc.). Ademas, un alto porcentaje de ninos no es llevado al centra 
de vacunacion para completar la inmunizacion y, por lo tanto, no 
queda protegido totalmente. 

2. Algunas vacunas, en especial las que contienen virus vivo y ate- 
nuado son muy inestables a altas temperaturas y la conservation 
de la cadena de frio, que es de fundamental importancia, puede 
ser deficiente en muchos paises en vias de desarrollo. 

Ademas, existen numerosas enfermedades para las cuales no 

existe arm vacuna disponible, aunque estan en desarrollo las de los 
virus sincicial respiratorio, parainfluenza, metapneumovirus, HIV, 
hepatitis C, virus productores de diarreas (norovirus), dengue, etc. 

La OMS ha planificado desde hace muchos anos un programa de 
investigation para mejorar las vacunas existentes y para desarrollar 
otras nuevas, asi como para identificar nuevas formas de administra- 
cion de vacunas que permitan aplicar una sola dosis capaz de inducir 
protection duradera, en vez de multiples dosis, o bien vacunas que 
puedan ser administradas por via oral o por via mucosa, posiblemente 
mediante vectores vivos. 

Por ejemplo, existen virus o bacterias no patogenas para el hom- 
bre que pueden usarse como vectores en los cuales, por medio de 
ingenieria genetica, se insertan aquellos genes (aislados de los virus 
contra los que se desea proteger) que codifican epitopes inductores 
de anticuerpos neutralizantes. Se estan ensayando como vectores los 
virus vaccinia, canarypox vims, ciertos serotipos de adenovirus no 
patogenos y cepas no patogenas de Salmonella. 

Otro aspecto importante a desarrollar son las sustancias que 
aumentan la inmunogenicidad, es decir los adyuvantes, los que 
se agregan a las vacunas a virus inactivado, ya sea completo o a 
subunidades. Un ejemplo muy promisorio lo constituye el potencial 
uso futuro de adyuvantes basados en oligodesoxinucleotidos con 
islas CpG. 

7 . 1 El potencial uso de 

OLIGODESOXINUCLEOTIDOS (ODN) CON ISLAS CpG 

Este es un nuevo horizonte vislumbrado a partir de investigaciones 
relacionadas con los receptores Toll-simil (en ingles, Toll-like 
receptor o TLR). El conocimiento de que algunos miembros de 
esta familia de moleculas residen en la superficie de determinadas 
celulas de la respuesta innata (TLR-2, -4, -5 y -6) mientras otros se 
encuentran en el interior de ellas (TLR-3, -7, -8 y -9) y que cada 
uno de dichos receptores se une a ligandos especificos, permitio 
descubrir el nexo imprescindible para vincular la respuesta inmu- 
ne del hospedador con patogenos extracelulares o intracelulares, 
respectivamente. Asi, los TLR extracelulares estan asociados al 
desarrollo de una respuesta Tfh (T folicular helper), mientras 
que los segundos lo hacen con una respuesta Thl (Vease Cap. 


7, Mecanismos de defensa). En esta section solo se hara enfasis 
en la relation existente entre TLR-9 y las moleculas de DNA 
oligonucleotidicas ricas en islas GpC. La denomination CpG 
indica que el dinucleotido exhibe una base C proxima a G unida 
por un grupo fosfato (p), para distinguirlas de la nomenclatura de 
aquellas bases CG apareadas por complementariedad. 

Existen tres tipos de ODNs: A, B y C. El tipo A estimula intensa- 
mente la actividad de las celulas NK y la production de interferon-a 
por las celulas dendriticas plasmocitoides, y debilmente a los linfocitos 
B. El tipo B estimula intensamente la activation de linfocitos B y mas 
debilmente a las NK y a las celulas dendriticas plasmocitoides en 
la production de interferon-a. El tipo C comparte caracterfsticas de 
ambos estimulando la production de interferon-a y la estimulacion 
de los linfocitos B. La mayorfa de los estudios realizados con ODNs 
como adyuvante de vacunas se ha realizado con el tipo B. 

El TLR-9 solo es expresado en celulas en reposo del sistema 
inmune humano, tales como los linfocitos B y las celulas plasmo- 
citoides dendriticas, habiendose observado tambien en neutrofilos 
activados y epitelio pulmonar. 

Al igual que lo que ocurre con el DNA de un virus o de una bac- 
teria intracelular, una vez que el ODN con CpG ingresa al endosoma, 
los TLR-9 migran desde el R.E. hasta alii e interactuan con motivos 
hexamericos (en el humano es GT CG TT [subrayado el motivo CpG]). 
Como resultado de ello, se reclutan un grupo de moleculas adapta- 
doras (MyD88, IRAQ-1, TRAF-6), lo cual conduce a la activation 
de MAP quinasas, y al complejo IkB, cuyas vias de serialization 
convergen en el micleo alterando la transcription genica. Del fino 
balance entre estas vias se producira o bien la sintesis de IL- 10 (que 
limita la secretion de IL- 1 2 y la respuesta Thl ) o bien la secretion de 
interferon-a por las celulas dendriticas plasmocitoides. Esto ultimo 
es estrictamente dependiente del factor regulatorio del interferon 7 
(IRF-7) y de la interaction de dicho factor transcripcional con las 
moleculas adaptadoras arriba mencionadas. Si bien en general la 
respuesta inducida por TLR-9 es Thl, debe remarcarse la actividad 
regulatoria ejercida por la IL-10 sintetizada por los linfocitos B. 

La actividad estimulatoria de los ODN conteniendo islas CpG sobre 
la respuesta Thl se sustenta en las siguientes actividades: a) sinergismo 
en la estimulacion de linfocitos B mediado por la interaction del mo- 
tivo CpG con TLR-9 y del ligando con el receptor de linfocitos B; b) 
inhibition de la apoptosis de los linfocitos B; c) aumento del cambio 
isotopico IgM — * IgG; y d) secretion de ciotoquinas y quimioqui- 
nas que promueven el perfil Thl . Estas actividades han promo vido 
la postulation del uso de ODN con islas CpG como adyuvantes para 
vacunas profilacticas y terapeuticas. Sin embargo, es menester enfatizar, 
que en contraste con la importante estimulacion para la formation de 
anticuerpos documentada in vivo en el mono rhesus, la induction de 
la respuesta Thl observada en este primate es debil. 

El desarrollo de vacunas para HIV es un desafro de trascendental 
importancia que permitirfa poder controlar la pandemia de HIV/SIDA 
si se lograra una vacuna efectiva (Ver Capitulo 22.6). 

En los ultimos anos se han acumulado evidencias experimentales 
que sugieren un promisorio futuro a tres nuevas aproximaciones en 
el desarrollo de vacunas: las vacunas a DNA, las vacunas recombi- 
nantes que emplean un vims no patogeno como vector, y las plantas 
transgenicas. 

7.2 Vacunas a DNA 

La inmunizacion mediante acido nucleico consiste en la induction 
de una respuesta inmune hacia una proteina expresada de novo e in 
vivo a partir de un gen introducido en el organismo bajo la forma de 
DNApuro (habitualmente plasmidico), que no se replica en la celula 
hospedadora. En los modelos animales ensayados (desde ratones 
hasta primates) se comprobo una respuesta inmune -mediada por 
linfocitos T citotoxicos y anticuerpos neutralizantes- para proteinas 
de influenza A, rabia, HIV-1 y virus hepatitis B. 

Las ventajas de estas vacunas son: 1) ausencia de agentes in- 
fecciosos en la preparation; 2) relativa mayor estabilidad que otras 
vacunas; 3) induction de una respuesta inmune humoral (anticuerpos 
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Vacunas a virus vivo y atenuado 

Enfermedad a prevenir / 
nombre de vacuna / Esquema 

Indicaciones 

Contraindicaciones 

Efectos colaterales 

Sarampion / Anti-sarampion / 

Dos dosis, SC 

Adultos susceptibles 

Embarazo; alergia al huevo o a 
la neomicina; inmunosupresion 

Fiebre (5-15%) 
eritema local (5%) 

Paperas / Anti-parotiditis / 

Una dosis, SC 

Adultos susceptibles 

Embarazo; alergia al huevo o a 
la neomicina; inmunosupresion 

Raramente reaccion alergica, 
parotiditis 

Polio / Anti-poliomielitica 
(vacuna Sabin) 

Una dosis, VO 

Adultos previamente 
inmunizados 

Inmunosupresion; no utilizar 
para inmunizacion primaria en 
mayores de 1 8 anos 

Muy infrecuente: 
reversion a la virulencia 

Rubeola / Anti-rubeolica 

Una dosis, SC 

Mujeres en edad de concebir sin 
vacunacion previa o con serologia 
negativa 

Embarazo; alergia a la 

neomicina; 

inmunosupresion 

Dolor articular (hasta 40%) 
Artritis (<2%) 

Enfermedad respiratoria aguda 
febril por adenovirus (4 y 7) / 
Anti-adenovirus* VO 

Personal militar 
solamente*** 

No aprobada por la FDA para 
ninos susceptibles 

Escasos; transmision del virus 
vacunal a contactos cercanos 
no vacunados 

Viruela / Vaccina**(anti-variolica) 
Una dosis por escarificacion 
Refuerzo: cada 10 anos 

Individuos con alto riesgo de 
exposicion al virus de la viruela 
humana*** 

Embarazo; inmunosupresion; 
lesiones cutaneas 

Muchos: encefalitis, eczema, 
vacuna generalizada 
(vease el capitulo 28) 

Fiebre amarilla / Anti-amarilica 
cepa 17D. Una dosis SC 

Refuerzo cada 1 0 anos 

Viajeros zonas endemicas, 

10 dias antes de viajar 

Embarazo, excepto que exista 
alto riesgo debido al viaje; alergia 
al huevo; inmunosupresion 

Cefalea leve, mialgia, fiebre 
(<2%) 

Fiebre hemorragica argentina** / 
Anti-Junin 

Adultos en riesgo, residentes en 
zona endemica; laboratoristas 

Embarazo; inmunosupresion 

No observados 

Vacunas a virus inactivados o a subcomponentes 

Hepatitis B / Anti-hepatitis B 
Primario: tres dosis de HBs Ag 
[10 pg / dosis] 

IM en el deltoides a los 0, 30 y 
180 dias. 

Refuerzo: a los 10 anos o 
cuando el titulo de anticuerpos 
disminuye 

Personal de salud, internados en 
instituciones cerradas, promiscuos, 
serologia positiva para HIV; 
pacientes en dialisis; ninos; 
residentes en areas endemicas 

El embarazo no es 
contraindicacion si hay alto 
riesgo 

Reaccion local leve (10- 
20%); ocasionalmente fiebre, 
cefaleas, nauseas 

Hepatitis A / Anti-hepatitis A 

Via IM, dos dosis con 6 meses 
de intervalo 

Adolescentes y adultos, trabajadores 
de salud y docentes; manipuladores 
de alimentos; pacientes con 
hepatopatias cronicas, viajeros a 
zonas endemicas 

Embarazo 

(contraindicacion relativa) 

Fiebre 

Polio / Anti-poliomielitica (Salk). 
Trivalente SC, dos dosis con 4-8 
semanas de intervalo; 3ra. dosis 
a los 6-12 meses 

De eleccion para mayores de 18 
anos en inmunizacion primaria. 

Dosis de refuerzo para viajeros 
con inmunizacion previa 

Alergia a estreptomicina o 
neomicina o polimixina B 

Ninguno 

Gripe / Anti-influenza 
(Trivalente) a virus entero o a 
sub-unidades 

Cada ano durante el otono, con las 
cepas prevalentes en circulacidn 

Mayores de 60 anos. Personal de 
salud; internados en geriatricos, 
hemodializados, trasplantados 
o con enfermedades cardiacas, 
pulmonares cronicas o malignas, 
embarazadas y puerperas 

Primer trimestre del embarazo 
es contraindicacion relativa; 
alergia al huevo 

Reaccion local leve (<30%) 
Raramente: mialgias 

Rabia* /Anti-rabica. Post- 
exposicion: 1 ml IM en deltoides a 
los 0, 3, 7, 14 y 28 dias, 6 0,1 ml 

ID en dos sitios a los 0, 3, y 7 dias 
y en un sitio a los 30 y 90 dias. 
Pre-exposicion: 1 ml IM a los 0, 7 y 

21 6 28 dias. Refuerzo: cada 2 anos 
o cuando los anticuerpos disminuyen 

Viajeros a areas endemicas de 
rabia; laboratoristas que manipulan 
el virus rabia; veterinarios 

Alergia a dosis previas; 
puede ser aplicada durante el 
embarazo 

Reaccion local (25%) 
o sistemica (20%) 

Cancer de cuello uterino o vaginal 
o vulvar (HPV 16 6 18), verruga 
anogenital (HPV 6 u 11) / Anti- 
HPV Profilacticas bivalentes (HPV 
16 y 18) o tetravalentes (HPV 6, 

11, 16, 18) IM, tres dosis a los 0, 

2 y 6 meses. Se desconoce el 
tiempo maximo de proteccion 

Adolescentes de sexo femenino 
(vacuna bivalente o tetravalente) y 
masculino (tetravalente). Las series 
de vacunas pueden iniciarse a partir 
de los 9 anos*** 

Alergia a la levadura S. 
cerevisiae ; enfermedad aguda 
moderada o grave; no se 
recomienda su aplicacion 
durante el embarazo 

Reaccion local (dolor, 
tumefaccion, eritema: <2,9%), 
o sistemica; fiebre mayor a 

38° C <4,9%) 


Tabla 48.6. Vacunas virales para adultos. ‘Vacuna discontinuada / ** De uso limitado / ***Segun las normas del CDC ( Centers for 
Disease Control and Prevention, Manta, EE. UU.)/SC: subcutanea; IM: intramuscular; VO: via oral. Pacientes inmunosuprimidos inclu- 
yen: inmunodeficiencias congenitas o adquiridas, leucemia, linfomas, cancer, SIDA, o pacientes que reciben terapias con corticoides, 
agentes alquilantes, anti-metabolitos o radiacion. Todas las vacunas a virus v/Voy atenuado estan contraindicadas en la inmunosupresion. 
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neutralizantes) y celular (linfocitos T citotoxicos); 4) posibilidad de 
construction de vacunas multivalentes con multiples epitopes aun de 
diferentes agentes virales; 5) posibilidad de albergar en construcciones 
a casette secuencias nucleotidicas de serialization nuclear, genes de 
citoquinas, quimioquinas y otros inmunomoduladores; y 6) posibili- 
dad de ser desarrolladas mas rapidamente ante la eventualidad de un 
patogeno emergente (SARS, influenza aviar, etc.) o de la utilization 
de un patogeno por el bioterrorismo. 

El DNA inoculado por via intramuscular es capturado por las 
celulas musculares y mas gradualmente por mononucleares localizados 
entre las fibras musculares y en los ganglios linfaticos regionales, 
aunque la expresion transgenica de la proteina estaria restringida a los 
miocitos. La participation de las celulas presentadoras de antigeno 
seria posible merced mecanismos no totalmente definidos, como la 
captura de antigenos secretados por miocitos o liberados desde estos 
debido a efectos citotoxicos, o el transporte celula-celula. 

En un individuo, la neosintesis de proteinas virales codificadas 
por el DNA, conlleva la posibilidad de sobreponerse a la eventual 
falta de respuesta ante el mismo antigeno (proteico) inerte, debido 
al procesamiento proteico por las vias endogena y exogena, lo que 
promueve la presentation adecuada en el contexto de moleculas del 
CMH-I y CMH-II, respectivamente. Este hecho, confiere a las vacunas 
geneticas a DNA la posibilidad de ser muy utiles en el control de 
infecciones cronicas, ya sea como profilaxis o terapeutica de las 
mismas. Por ello, se cree que seran tan eficaces como las vacunas 
atenuadas en uso, pero (por el hecho de no replicar) sin el riesgo 
de su eventual reversion a la virulencia. 

Sin embargo, los promisorios resultados obtenidos en estudios 
preclmicos, no han sido aun observados en humanos, debido funda- 
mentalmente a una inadecuada inmunogenicidad. 

Los principales reparos para el uso de este tipo de vacunas residen 
en: los potenciales efectos geneticos adversos, aquellos mediados por 
el sistema inmune y el eventual impacto ambiental. Con respecto a 
los posibles efectos geneticos, se ha demostrado que el 90% del DNA 
administrado por via IM. en preparaciones vacunales para animates, 


Vacunas profilacticas para: 

Hepatitis C 
HIV 

Dengue 

SARS 

Sincicial respiratorio 
Parainfluenza 
Virus del Nilo Occidental 
Citomegalovirus humano 
Virus Epstein-Barr 
Erythrovirus (parvovirus) B19 
Hepatitis E 

Vacunas terapeuticas para: 

Hepatitis B 
Hepatitis C 
HIV 

Papilomavirus humanos 
Citomegalovirus humano 

Nuevos desarrollos: 

Incremento de epitopes ( epitope enhacement) 

Moleculas coestimulatorias 

Induction de citoquinas y quimioquinas 

Agentes que bloqueen la respuesta inmune supresora 


desaparece al cabo de minutos-horas del sitio de la inoculation, aunque 
puede persistir en bajos pero significativos niveles hasta al menos 
dos anos. Asimismo, multiples experiencias han demostrado que el 

riesgo de insertion en el genoma celular es muy bajo, aunque 
existe. 

Estas vacunas pueden administrarse en mucosas o por via paren- 
teral a traves de un disparador genetico (tambien denominado pistola 
genica) que envia cantidades infimas de DNA unido a particulas 
recubiertas con oro. 

Si se emplea la via intramuscular, las celulas musculares captaran 
el DNAy lo llevaran al nucleo. La expresion del gen en cuestion puede 
desencadenar una respuesta inmune contra la proteina codificada. Una 
de las ventajas es que, dado que la proteina se fabrica intracelular- 
mente, se presentara en el complejo mayor de histocompatibilidad 
de clase I y asi se generara una respuesta adecuada de linfocitos T 
citotoxicos. 

Estas vacunas a DNA podrfan constitute una alternativa a las vacunas 
en uso. Sin embargo, a pesar de lo promisorio de esta metodologia, al 
ano 2012, estos inmunogenos continuan en etapa de experimentation 
y no existe vacuna alguna licenciada para uso humano. 

Se encuentran en distintas fases de ensayos clinicos vacunas a 
DNA, tanto profilacticas como terapeuticas para hepatitis B y para 
HIV. 

7.3 Vacunas a virus recombinantes 

Es posible emplear tecnicas de biologfa molecular para -por medio 
de recombination genetica- introducir determinados genes que co- 
difican para proteinas inmunogenicas en el genoma de otro virus, 
no patogeno para el ser humano. Los genes introducidos pueden 
reemplazar genes no esenciales para la replication del virus portador 
(carrier), o pueden ser anadidos al genoma. Cuando se introduce 
este virus modificado -recombinante- en un individuo se generara 
una respuesta inmune contra la proteina en cuestion. Dado que el 
virus recombinante sera capaz de replicar en el hospedador (como 
una vacuna a virus vivo y atenuado), se producira una respuesta 
inmune completa contra el, que incluira la respuesta contra la pro- 
teina cuyo gen se ha insertado. 

Los vectores que se seleccionan para este tipo de vacunas 
deben ser avirulentos para el ser humano. Se han propuesto: 
los poxvirus (por ejemplo, el virus vaccinia, dado que es bien 
conocido, por lo que muchos estudios de virus recombinantes 
se han realizado con este virus); tambien se estan empleando 
otros virus de la familia Poxviridae, como la cepa modificada 
Ankara, que es altamente atenuada para el humano, no replica 
en primates y es considerada muy segura. Asimismo, se han 
ensayado herpesvirus y adenovirus no patogenos. Recientemen- 
te, se ha elaborado una vacuna a virus recombinante atenuada 
para prevenir la enfermedad por virus del Nilo Occidental. La 
misma se ha logrado al insertar los genes de envoltura (E) y 
pre-membrana (preM) de dicho agente, en un contexto genico 
correspondiente a un cion de la cepa 17D de la vacuna utilizada 
para la prevention de la fiebre amarilla. Esta vacuna quimerica 
se encuentra en la fase de ensayos clinicos. 

En modo analogo, se ha desarrollado una vacuna quimerica ate- 
nuada profilactica para prevenir el dengue. La misma expresa los 
genes de envolutura y pre-M correspondientes a los 4 serotipos del 
vims homonimo, en un contexto genico de la cepa 1 7D anti-amarilica. 
Esta vacuna se encuentra en la fase III de ensayos clinicos, habien- 
dose previsto que hacia fines de 2012 estaran disponibles los datos 
preliminares de eficacia y seguridad a gran escala. La vacuna ha 
exhibido adecuada estabilidad genetica (al analizarse el RNA vacunal 
a partir de humanos inmunizados), asi como establidad fenotipica 
y antigenicidad en ensayos in vitro e in vivo. La respuesta inmune 
inducida en los vacunados se caracteriza por la ausencia de compo- 
nentes Th2 y un desvio hacia la production de interferon-gamma. 
El virus quimerico vacunal puede producir una viremia efimera y de 


Tabla 48.8. Vacunas del futuro en experimentation. 
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Criterio de 
clasificacion 

Tipos 

Ejemplos ( seleccionados ) 

Segun el objetivo 

Profilactica 

Triple viral (anti-sarampionosa, anti-parotidltica, anti-rubeolica) 

de su aplicacion 

Terapeutica 

En desarrollo, anti-hepatitis B (glicopeptidos de la envoltura o peptidos de 
la nucleocapside o a DNA) 

Segun la via de 
administracion 

Oral 

Anti-poliomielltica tipo Sabin, anti-rotavirus pentavalente (humana-bovina) 


Parenteral: 

Intramuscular 

Subcutanea 

Intradermica 

Intranasal (aerosolizacion) 

Anti-rabica, anti-influenza (hemaglutinina y neraminidasa) 

Triple viral, anti-encefalitis japonesa, anti-sarampionosa 

En ensayo, anti-encefalitis japonesa 

En ensayo, anti-sarampionosa 

Segun la constitucion 

Virus completo 

Anti-hepatitis A inactivadas (con hidroxido de aluminio o virosomas, como 
adyuvantes) 


Virus recombinante 

En desarrollo / ensayo, vaccinia modificado cepa Ankara expresando 
epitopes del HIV 


Virus con genoma reasociado 

Anti-rotavirus multivalente atenuada (genes de rotavirus bovino y rotavirus 
humano); en ensayo, anti-Lassa (reasociacion de genes de los virus 

Lassa [virulento] y Mopeia [apatogeno para humanosj) 


Particulas subvirales 
(lipoglicoproteinas; protelnas) 

Lipoglicoproteinas: anti-hepatitis B de 1 a , 2 a , y 3 a generacion; 

Protelnas: particulas virus-slmil (VLPs) anti-HPV 


Protelnas purificadas 

Anti-influenza (hemaglutinina y neuraminidasa) 


Lipopeptidos 

En desarrollo / ensayo, anti-hepatitis B (peptidos de nucleocapside unidos 
a un epitope de toxoide tetanico y a acido palmitico) 


DNA 

En desarrollo / ensayo, anti-hepatitis B (gen S) 

Segun su capacidad 
de replicar (e infectar) 

Viral inactivada (no replica) 

Anti-rabica, anti-poliomielititica (tipo Salk) 


Asubunidades (no replica) 

Anti-hepatitis B (1 a , 2 a y 3 a generacion) 


A DNA, protelnas, 
lipoglicoproteinas o 
lipopeptidos (no replican) 

Veanse ejemplos segun la composicion 


Viral atenuada (homologa, 
heterologa, ya sea con 
reasociacion o con 
recombinacion genica 
(replican e infectan) 

Anti-poliomielltica, tipo Sabin; homologa: anti-rubeolica; heterologa: 
vaccinia anti-viruela (uso muy restringido); con reasociacion: anti-rotavirus 
multivalente; en desarrollo, anti-influenza (gen de la hemaglutinina de 
influenza en un contexto genico de parainfluenza 5) 

Segun la metodologi'a 
para su preparacion 

Convencionales 

Inactivada anti-poliomielltica (Salk) 

Atenuada anti-poliomielltica (Sabin) 


Ingenierla genetica para 
producir protelnas (con o sin 
glicosilacion) 

HBs Ag anti-hepatitis B expresado en sistemas eucarioticos (2 a y 3 a - 
generacion); VLPs anti-HPV expresadas en sistemas eucarioticos 


Geneticas (a DNA) 

En desarrollo / ensayo: anti-HBV; anti-HIV 

Segun el tipo de 
adyuvantes 

Hidroxido de aluminio 

Casi todas las vacunas virales humanas en uso 


Otros adyuvantes: 

Monofosforil llpido A (MPA) 

En ensayo: anti-hepatitis B 


QS-21 (derivado de saponina) 

En ensayo: anti-hepatitis B (solo o con MPA). 

En desarrollo / ensayo en rhesus, anti-HIV (DNA codificante de peptido de 
envoltura + proteina Gag) 


Virosoma 

Una de las vacunas anti-hepatitis A inactivadas, recubierta por una 
"capsula" de hemaglutininas de influenza inmersas en los llpidos 
liposomales y virales. 


DNA con CpG 

En ensayo: vacunas a DNA (secuencias nucleotidicas en el plasmido) 


Virus vaccinia modificado 
cepa Ankara 

En ensayo pre-clinico. 


(Continua en la pagina siguiente) 
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Segun la modulation 
de la respuesta 
inmune 

Promocion de respuesta 

Tfh: 

Hidroxido de aluminio 

Casi todas las vacunas humanas en uso 


Promocion de respuesta 

Thl: 

Oligodesoxinucleotidos 
(ODN) con CpG 

En desarrollo / ensayo: anti-virus del Nilo Occidental 


Con adicion de IL-12 
o del gen homonimo 

En desarrollo / ensayo: anti-hepatitis B + IL-12 o gen homonimo 


Conjugado de antigeno a 
agonistas de TLR-7 y -8 

En desarrollo: anti-HIV (Gag conjugada a agonistas de TLR-7 y -8) 


Promocion de respuestas 

Thl y Tfh: 

Copollmeros de polioxietileno 
y polioxipropileno 
(poloxameros) 

En ensayo: anti -CMVh (pp65+ gB de envoltura en una formulation con 
poloxameros 


Tabla 48.9. Clasificacion general de las vacunas virales. 
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Figura 48.5. La inmunogenicidad vacunal es proporcional a la complejidad molecular. 


baja cuantia, habiendose establecido que no se transmite mediante 
los artropodos vectores estudiados. 

Otras vacunas utilizando vaccinia como vector estan en estudio 
para prevenir la rabia en animales salvajes y en ensayo en vacunas 
anti-HIV (Capitulos 26 y 22.6). 

7.4 Plantas transcenicas 

Se estan realizando esfuerzos para generar plantas transgenicas en 
las cuales se inserten genes de protefnas antigenicas para inmuni- 
zar contra determinados virus. La enorme ventaja de este metodo 
es su forma de conservacion y de administracion por via oral, lo 
que facilitarfa su administracion, en especial en pafses en vfas de 
desarrollo. Si bien esta idea pareceria lindante con la ciencia fic- 
cion y existen numerosos problemas tecnicos, como por ejemplo el 
hecho de que el antigeno debera resistir las enzimas digestivas para 
poder ser presentado intacto al sistema inmune, se esta trabajando 
activamente en esta nueva y fascinante idea. 

7.5 NuEVAS APROXIMACIONES PARA LA ATENUACtON VIRAL 

Muy recientemente se han propuesto estrategias alternativas para obtener 
racionalmente -y no empnicamente- vacunas atenuadas para virus a 
RNA(como los picomavirus): incluyen la deletion deleterea de genes 
o la replication del virus vacunal mediada por una polimerasa viral 
con fidelidad aumentada. Asimismo, se propuso el control mediante 
miRNAs o motivos proteicos en "dedo de zinc" -con capacidad de 
reconocer codones especificos- asociados a nucleasas para controlar 
la expresion de genes de virus con genoma a DNA(como los herpes). 


7.6 CONCLUSIONES 

Una enumeration sucinta de algunas de las vacunas en desarrollo 
se exhibe en la Tabla 48.8, mientras que una vision general de las 
diferentes modalidades de abordaje de las distintas vacunas se ob- 
serva en la Tabla 48.9. En la figura 48.5 se observauna comparacion 
entre la inmunogenicidad de las formulaciones vacunales segun su 
composition. 

Pasteur afirmo: "Los griegos nos han dado una de las palabras mas 
hermosas de nuestra lengua: entusiasmo, un dios interior. La grandeza 
de los actos de los hombres se mide por la inspiration de la cual surgen. 
Feliz aquel que tiene un dios interior". 

Con ese espiritu, y mediante un genial experimento. Max Thei- 
ler desarrollo la vacuna anti-amarflica, que le valio el Premio No- 
bel de 1951. Esa inspiration en el pensamiento del gran cientifico 
fiances pareceria ser hoy mas necesaria que nunca ante el desafio 
que significan ejemplos tales como la pandemia de HIV/SIDA o la 
asociacion causal del hepatocarcinoma con el HCV, para los cuales 
aun no hay vacunas profilacticas. El mancomunado esfuerzo de en- 
tusiastas profesionales en areas tales como la ingenieria genetica o 
la genetica inversa, ademas de la virologia e inmunologia molecular 
en conjuncion con la investigation cltnica, probablemente produzcan 
resultados que devendran en beneficios tangibles para la humanidad 
mediante la prevencion o el tratamiento de enfermedades virales 
de antigua data o reciente emergencia a traves del uso de nuevas y 
eficaces formulaciones vacunales. 
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1. INTRODUCCION 

Los comienzos de la investigation antiviral como una disciplina datan 
de la decada de 1960 cuando tomo cuerpo la posibilidad de desarrollar 
medicamentos seguros y efectivos para combatir las enfermedades 
virales. Sin embargo, a pesar del tiernpo transcurrido, el desarrollo 
de la quimioterapia antiviral ha sido muy lento, y solo en las dos 
ultimas decadas el impacto del SIDA en la poblacion mundial y la 
necesidad de disponer de herramientas terapeuticas para su control 
han producido un cambio sensible en esta tendencia. 

Varias causas han sido determinantes de este fenomeno. La 
primera y principal razon es la propiedad conocida de los virus 
de serparasitos geneticos intracelulares obligados; por lo tanto, la 
asociacion totima que se establece entre el ciclo de multiplication 
viral y los diversos aspectos del metabolismo celular relacionados 
implican que haya un numero muy limitado de potenciales blan- 
cos antivirales especificos, sin manifestation de efectos toxicos 
secundarios. En segundo lugar, el tratamiento antiviral solo es 
efectivo cuando es iniciado rapidamente luego de la infection, 
lo que conduce a la necesidad de un diagnostico rapido para su 
aplicacion. Por otra parte, muchas infecciones virales humanas 
presentan una fase latente, que resulta generalmente insensible a 
cualquier terapia. Todas estas dificultades han dado prioridad al 
desarrollo de vacunas muy efectivas para la prevention y posterior 
eradication de importantes virus patogenos. Por ultimo, pero no 
menos importante, debe tenerse en cuenta que la investigation 
para el desarrollo de la quimioterapia antiviral es una inversion de 
alto riesgo para la industria farmaceutica, lo que ha desalentado 
ostensiblemente por decadas su expansion. 

Los inconvenientes mencionados han llevado -tanto en el am- 
bito de la industria privada como de los organismos oficiales- al 
establecimiento de prioridades cltoicas para la terapia antiviral, es 
decir, la election de ciertas enfermedades de origen viral como las 
mas relevantes para el estudio de agentes antivirales. En general, los 
esfuerzos se concentran en aquellas infecciones virales que no son 
controlables por medio de vacunas, que son relativamente graves, 
que tienen una incidencia elevada en la poblacion, que pueden ser 
diagnosticadas rapidamente, y que requieren un largo periodo de 
tratamiento. Dentro de estas caracterfsticas, se ubican el virus de la 
inmunodeficiencia humana (HIV), los herpesvirus humanos (inclu- 
yendo los dos serotipos del virus herpes simplex HSV-1 y HSV-2, el 
citomegalovirus humano [HCMV], el virus varicela-zoster [VZV], 
el virus Epstein-Barr [EBV] y los herpesvirus humanos tipos 6, 7 
y 8), el virus hepatitis C (HCV), el virus dengue y varios virus con 
tropismo respiratorio como rhinovirus, virus sincicial respiratorio 
y adenovirus. 

Aunque existen vacunas contra hepatitis B (HBV) e influenza, 
su uso no ha eliminado la necesidad de agentes quimioterapeuticos 
efectivos contra estos dos agentes; en el primer caso por el gran numero 
de portadores de infection cronica y en el caso de influenza por la 
gran variabilidad de este virus que produce las conocidas epidemias 
y pandemias de gripe. Asimismo, la emergencia en los ultimos anos 
de nuevas enfermedades virales de gran gravedad y el surgimiento 
de la amenaza del bioterrorismo han llevado a incluir dentro de las 
prioridades para el estudio de antivirales a nuevos agentes como el 
coronavirus causal del sindrome respiratorio agudo grave (SARS), el 
hantavirus, los virus que producen fiebres hemorragicas fatales, como 


los arenavirus Junto y Lassa, y, aun virus ya considerados erradicados 
de la poblacion humana como el de la viruela. 

2. Estrategias para el desarrollo 

Y LA APROBACIOm DE UNA DROGA ANTIVIRAL 

Las estrategias utilizadas para descubrir nuevas drogas han evolucio- 
nado acompanando el avance en el conocimiento de las propiedades 
de los virus. En la actualidad pueden clasificarse dentro de tres 
principales tipos de abordajes experimentales: 

a) Ensayo empfrico de un gran numero de compuestos. Se prueba 

en cultivos celulares el efecto inhibitorio selectivo de diferentes 
series de compuestos de stotesis o compuestos naturales contra 
un virus determinado. Dichos compuestos pueden haber sido 
elegidos al azar o por sus propiedades farmacologicas cono- 
cidas para otros sistemas. No se requiere conocer el ciclo de 
multiplication viral en detalle y solo despues que se determina 
que un compuesto determinado tiene actividad antiviral, se trata 
de demostrar efectivamente cual es el bianco de ataque en el 
ciclo viral. 

b) Diseno rational de un compuesto antiviral dirigido contra un 

bianco predeterminado. A partir de la information obtenida a 
nivel molecular de las distintas etapas del ciclo de multiplication 
viral y la estructura detallada de las protefaas virales intervinientes, 
se pueden elegir blancos adecuados para el ataque con un agente 
antiviral. Preferentemente, se seleccionan procesos indispensa- 
bles para la propagation del virus, que permitan establecer un 
cierto grado de selectividad respecto del metabolismo celular y 
que se encuentren preservados dentro de las distintas especies 
o subtipos virales relacionados. El conocimiento de la estruc- 
tura cristalina de la protetoa viral elegida como bianco y, en el 
caso de una proteina enzimatica, tambien las propiedades de su 
sustrato permitiran disenar una molecula que pueda interferir la 
interaction entre ambos con el consecuente bloqueo de la etapa 
del ciclo viral en que estan implicados. 

c) Bloqueo de la expresion de un gen viral. Aqui el bianco terapeutico 

no es una proteina sino el RNA mensajero (RNAm) que codifica 
para dicha protetoa. A partir de los datos actualmente disponibles 
de las secuencias de los genomas virales y sus correspondientes 
RNAm, y tomando en cuenta las reglas de apareamiento de las 
bases nucleotfdicas, se disenan pequenas moleculas dirigidas a 
bloquear la expresion de un gen seleccionado, provocando la 
carencia de la correspondiente protetoa viral y el bloqueo en la 
production de virus. 

El empleo de estas tres estrategias se ejemplificara mas adelante 
con los antivirales en uso clfaico que se han obtenido siguiendo 
cada una de ellas. En todos los casos, cualquiera sea la estrategia 
adoptada, el desarrollo de una droga antiviral a ser aprobada para 
uso cltoico en seres humanos requiere el cumplimiento secuencial 
de tres etapas: 

1) Ensayos in vitro. Comprenden mediciones de la citotoxicidad y 
la actividad antiviral de la sustancia para determinar la espetificidad 
de su efecto inhibitorio. Los procedimientos estan resumidos en la 
Figura 49.1. Inicialmente se evalua la citotoxicidad mediante la in- 
cubation de cultivos celulares susceptibles al virus a ensayar frente 
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a concentraciones seriadas del compuesto y posterior medida de la 
viabilidad ce lular. A partir de las curvas dosis-respuesta de porcentaje 
de viabilidad celular en funcion de la concentracion del compuesto 
se obtiene por extrapolation el valor de la concentracion citotoxica 
50 (CC 50 ), es decir, la dosis del compuesto que reduce la viabilidad 
celular al 50%. A continuation se determina la actividad antiviral en 
el mismo tipo de celulas utilizadas para evaluar citotoxicidad, las que 
son infectadas con una dosis fija del virus a ensayar, en presencia de 
concentraciones variables de la droga, siempre por debajo de la CC 5Q . 
Luego de incubar en condiciones de tiempo y temperatura adecuadas 
para el virus en prueba, se cuantifica la presencia de virus midiendo 
algun parametro indicador de la misma (infectividad, proteina o geno- 
ma viral, viabilidad celular, etc.), y luego se calcula la concentracion 
efectiva 50 (CE 50 ), que es la requerida para reducir la detection de 
virus al 50% respecto del control infectado y no tratado con droga. 
La relation entre los valores de CC 50 y CE 50 es el llamado Indice de 
selectividad (IS) o indice terapeutico, valor clave que indicara las 
perspectivas de uso del compuesto ensayado: cuanto mayor sea el 
IS, mas especifico es el efecto (inhibitorio) del compuesto sobre el 
virus respecto de la celula. 

2) Prueba preclfnica en animates. Si se dispone de un modelo 
animal, que preferentemente reproduzca la patologla en el humano, 
la segunda etapa en el desarrollo de un agente antiviral es el ensayo 
en dicho modelo. Como ocurre en los ensayos in vitro, la evaluation 
tambien comprende los controles de toxicidad y actividad antiviral, 
considerando ademas en este sistema la influencia de diferentes vias 
de administration del compuesto, numero de dosis, farmacocine- 
tica, biodisponiblidad, degradation, metabolismo, elimination del 
compuesto o sus productos, respuesta inmune, relation entre la via 
de entrada del virus y via de administration de la droga, etc. Todas 
estas variables y parametros que se agregan a las condiciones del 
ensayo in vitro son, en muchas ocasiones, determinantes de la falla 
en el modelo animal de drogas que pueden haberse mostrado como 


muy efectivas inhibidoras de la infection viral en un sistema de 
celulas cultivadas in vitro. 

3) Tres fases de ensayo cllnico. Finalmente, cuando se han su- 
perado los ensayos in vitro y en el modelo animal, se encaran los 
ensayos cllnicos en seres humanos, que comprenden tres fases de 
complejidad creciente. 

Fase 1. Administration de la droga a 100-300 voluntaries sanos, 
hombres o mujeres posmenopausicas. Aqui se implementan fun- 
damentalmente ensayos para controlar farmacocinetica, tolerancia, 
toxicidad y posibles vias de administration del compuesto. 
Fase 2. Administration de la droga a 300-1 000 individuos in- 
fectados. Se realizan nuevamente controles de seguridad de la 
droga en un numero mayor de individuos y se determina el efecto 
terapeutico sobre la infection, controlando los parametros de evo- 
lution de la misma, primordialmente signos y slntomas cllnicos 
y carga viral. Su duration oscila entre 1 y 2 anos. 

Fase 3. Se incrementa el numero de pacientes infectados para 
administration de la droga a 1 000-3 000 individuos. Se repiten 
todas las determinaciones de la fase 2 y, ademas, en caso de tra- 
tarse de una infection para la que ya se dispone de un antiviral 
en uso clinico, se compara la eficiencia de la droga en estudio 
con la otra seleccionada como referencia. 


Ya se ha mencionado que a partir del conocimiento sobre las dis- 

tintas etapas del ciclo de multiplication viral y la estructura de las 

protelnas virales intervinientes, se pueden elegir blancos adecuados 

para el ataque con un agente antiviral. Dichos blancos pueden ser 

tanto moleculas codificadas por el virus, como otras, codificadas 

por la celula y especialmente inducidas por una infection viral. En sKp 

la fase de adsorcion se pueden proponer agentes que mimeticen 


3. Probables blancos de ataque por 

ANTIVIRALES EN EL CICLO DE MULTIPLICACION VIRAL 


Ensayo de citotoxicidad 

Cultivos de celulas en microplacas 

I 

Incubation 2-7 dlas en medio de cultivo con diferentes concentraciones de la droga 

I 

Cuantificacion de viabilidad celular (recuento de celulas viables o tecnica colorimetrica) 

I 

Calculo de la concentracion citotoxica 50% 

CC 50 : dosis de droga que reduce al 50% la viabilidad celular respecto del control sin droga 

Ensayo de actividad antiviral 

Cultivos de celulas susceptibles en microplacas 

I 

Infection con una dosis constante de virus 

I 

Incubation en medio de cultivo con diferentes concentraciones de la droga en condiciones de tiempo y temperatura 
adecuadas para la multiplication viral 

4 

Cuantificacion de la multiplication viral (efecto citopatico, numero de placas, viabilidad celular, proteina viral, 
actividad de una enzima viral, genoma viral) 

4 

Calculo de la concentracion efectiva 50% 

CE 50 : dosis de droga que reduce 50% el efecto del virus respecto del control sin droga 

Determinacion del indice de selectividad 

fndice de selectividad (IS) = CC 50 /CE 50 


Figura 49.1. Esquema de los ensayos de citotoxicidad y actividad antivira//n vitro. 
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la protelna de fijacion y se unan al receptor o bien agentes que 
mimeticen al receptor. En este aspecto son muy promisorios los 
peptidos sinteticos, pero tienen un costo muy alto y baja eficiencia. 
En el paso de penetration, en el que participan una o mas protelnas 
virales se han disenado sustancias muy eficientes como antivirales 
(ver mas adelante el uso de amantadina y rimantadina para el virus 
influenza). Cuando el virus entra por fusion de membranas y este 
mismo fenomeno lleva al desnudamiento es posible inhibir estos 
procesos especlficamente, como se vera en el caso de los antirre- 
trovirales. Asimismo, las enzimas virales propias, que replican los 
acidos nucleicos virales a partir de moleculas presentes en la celula 
infectada, son un bianco importante para la aplicacion de las drogas 
antivirales. El paso clave puede ser la transcripcion, que usa como 
templado al acido nucleico del genoma viral o bien el proceso de 
replicacion, tal como se muestra en la Figura 49.2. 

Un numero muy importante de drogas en uso, funcionan como 
sustrato de las polimerasas virales (como se vera mas adelante) para 
virus a RNA y DNA. Dado que las polimerasas de los virus a RNA 
(denominadas RNA polimerasas dependientes de RNA) carecen de 
contraparte en las celulas animales, son un bianco potencial alta- 
mente especlfico. Tambien los pasos de ensamble y maduracion son 
especlficos, en la rnedida que en ellos participan protelnas virales; sin 
embargo, las sustancias a utilizar en cualquiera de estos procesos aun 
se encuentran en las primeras etapas de su estudio. En contraste, la 
salida o liberacion de virus como el de influenza pueden ser bloqueadas 
por la action de una sustancia inhibidora de la neuraminidasa viral, 
actualmente en uso. Como las distintas familias de virus multiplican 
de distinta forma, como se ha visto en el Capltulo 2, para cada una 
de ellas se estudian y disenan drogas inhibidoras de estructuras y 
procesos muy disfmiles, tal como se discute en este capftulo. 

4. Principales antivirales en uso cli'nico 

Corpus 

Editorial Los compuestos antivirales actualmente en uso clfnico para distintas 
infecciones virales, excluyendo HIV (Capitulo 50) se presentan en la 
Tabla 49.1. Dada la especificidad de espectro de action de cada droga, 
se las ha agrupado por tipo de virus y se comentaran a continuation 
sus principales propiedades. A manera de comentario general, es 
notorio que -a pesar de la diversidad teorica comentada de blancos 
posibles para el ataque por agentes antivirales- la realidad muestra 
que la amplia mayorla de drogas en uso estan dirigidas a una sola 
etapa, la smtesis del genoma viral. 


4. 1 Infecciones por herpesvirus 

4.1.1 Analogos de nucleosidos 

En 1960 cuando comenzaron las investigaciones formales en 
busqueda de drogas antivirales efectivas, los esfuerzos estaban 
concentrados en el tratamiento de las infecciones herpeticas. Ba- 
sandose en la experiencia acumulada en los estudios de agentes 
anticancerfgenos que bloquearan la smtesis de DNA celular para 
evitar la proliferation tumoral, los trabajos iniciales en antivirales 
contra herpes tambien se enfocaron en el ensayo de analogos de 
nucleosidos dirigidos a inhibir especificamente la smtesis del DNA 
viral. El fundamento de esta estrategia es utilizar analogos de los 
nucleosidos que normalmente constituyen la cadena de DNA, es 
decir, moleculas con modificaciones en la base o en el azucar que 
conforman la estructura qufmica de alguno de los cuatro nucleo- 
sidos (correspondientes a las bases adenina, timidina, guanosina y 
citosina). El analogo es una prodroga que debe convertirse a una 
forma activa por trifosforilacion. Luego el trifosfato del analogo 
de nucleosido es sustrato de la DNA polimerasa para incorporar- 
se a la cadena de DNA en crecimiento en lugar de la molecula 
normal y originar un DNA defectuoso, bloqueando asf el ciclo de 
multiplication viral. 

Es asf como los primeros compuestos antivirales licenciados 
en EE.UU. para uso clinico fueron dos analogos de timidina, la 
5-iodo-2-desoxiuridina o idoxiuridina y la trifluridina (Figura 
49.3), efectivos inhibidores del crecimiento de HSV en celulas 
cultivadas in vitro. Pero el uso de estos compuestos en pacientes 
estuvo limitado a la aplicacion topica para la queratitis ocular 
herpetica (Tabla 49. 1 ), por sus efectos toxicos colaterales, ya que 
ninguna de las dos drogas discriminaba efectivamente entre la 
DNA polimerasa viral y celular y, en consecuencia, afectaban tanto 
la smtesis de DNA viral como DNA celular. Por este motivo, en 
esos anos parecia que todos los analogos de nucleosidos no iban 
a funcionar como antivirales selectivos, en especial en celulas 
que estan en proceso de division activa. 

El descubrimiento del aciclovir (ACV) a fines de los anos 70 
produjo un vuelco en la historia de la quimioterapia antiviral, ya 
que fire el primer ejemplo de una droga verdaderamente eficaz y 
selectiva, que hasta el presente continua utilizandose tanto en for- 
ma local como sistemica para las infecciones por HSV-1, HSV-2 y 
VZV. (Tabla 49.1) El ACV es una acicloguanosina (Figura 49.3) 
que, a diferencia de los analogos antes descritos, tiene una estmctura 


1. Adsorcion 




2. Entrada: fusion 
o endocitosis 



celula 


3. Desnudamiento 


membrana 

plasmatica 


4. Transcripcion, 
Traduction, 
Replicacion 



7777 


5. Maduracion y 
Ensamblaje 



6. Liberacion 



Figura 49.2. Pasos del ciclo viral que son potenciales blancos de drogas antivirales. 


710 


VIROLOGIA MEDICA / Guadalupe Carballal - Jose Oubina 


qufmica sensiblemente diferente a la del nucleosido normal, lo que 
parece ser determinante de su probada selectividad. 

El mecanismo de action del ACV se presenta en la Figura 
49.4 y, como sucede con todos los analogos, comprende dos eta- 
pas secuenciales: activation e inhibicion. Primero, el aciclovir 
pasa a su forma activa, el ACV-trifosfato (ACV-TP), mediante tres 
fosforilaciones sucesivas; la primera fosforilacion a ACV-MP es 
efectuada por una enzima timidino-quinasa (TK) viral y las dos 
siguientes por enzimas celulares. La primera fosforilacion por la 
TK viral es uno de los principales factores determinantes de la 
gran selectividad del ACV, ya que la enzima viral tiene un rango de 
sustrato mucho mas amplio que las quinasas celulares, por lo que 
fosforila el ACV a ACV-MP, reaccion que no puede ser catalizada 
eficientemente por la enzima celular en celulas no infectadas. Por 
el contrario, la idoxiuridina y la trifluridina son fosforilados en las 
tres reacciones por enzimas celulares y es por ello que interfieren 
con la slntesis de DNA celular tanto en celulas infectadas como 
no infectadas. Una vez convertido a su forma activa, el ACV-TP 
interactua con la DNA polimerasa viral para incorporarse a la 
cadena de DNA que se esta replicando por inhibicion competitiva 
con el nucleotido normal. Esta reaccion de inhibicion tambien 
justifica la selectividad de esta droga, ya que el ACV-TP posee 
mayor afinidad quimica por la DNA polimerasa viral respecto de 
la DNA polimerasa celular, por lo que va a afectar mucho mas la 
sintesis de DNA viral que la slntesis de DNA celular. Por utlimo, 
otra propiedad destacable del ACV es que es un terminador obligado 


de cadena, es decir, su incorporacion a la cadena de DNA implica 
la interruption inmediata de la slntesis ya que en la molecula de 
ACV no queda un OH libre en el extremo 3’ (Figura 49.4) para 
la formation de una union fosfodiester y la incorporacion de otro 
nucleotido. La termination irreversible de las cadenas de DNA en 
crecimiento confiere mayor seguridad a un analogo de nucleosido, 
ya que no habra mutaciones somaticas o danos en la linea germinal 
como consecuencia de su utilization. 

El conjunto de bases bioquimicas mencionadas para la selectividad 
y seguridad del ACV (fosforilacion especifica del ACV por la TK 
viral, potencia de inhibicion del ACV-TP sobre la DNA polimerasa 
viral y terminacion de la cadena de DNA) se ha visto correlacionado 
con los excelentes resultados obtenidos en la cllnica por la adminis- 
tration oral, intravenosa o topica del ACV (Tab la 49. 1 ). Solo se han 
descrito algunos efectos colaterales a nivel renal, por cristaluria de 
la droga que es eliminada en forma insoluble. 

La principal desventaja en el uso del ACV es su muy baja bio- 
disponibilidad oral, via preferida de administration de un antiviral, 
ya que solo se adsorbe un 15-20%. Para incrementar esta propiedad 
sin afectar el perfil de seguridad del compuesto, se han desarrollado 
prodrogas que in vivo puedan ser convertidas en ACV pero permitiendo 
la llegada de una mayor concentration en plasma. El valaciclovir, el 
ester de L-valina de ACV (Figura 49.3), es bien absorbido por via 
oral (> 50%) y rapidamente convertido a ACV por una hidrolasa 
presente en hfgado y estomago. A la fecha, los ensayos clmicos con 
valaciclovir muestran superioridad sobre ACV contra VZV y beneficios 


Droga 

Espectro de actividad 

Principales indicaciones 

Idoxiuridina 

HSV-1, HSV-2, VZV 

Uso topico en queratitis ocular, 0,1% 

Trifluridina 

HSV-1, HSV-2, VZV 

Uso topico en queratitis ocular, 1% 

Aciclovir 

HSV-1, HSV-2, VZV 

Uso topico en queratitis y herpes labial; uso sistemico por via 
oral 1000-4000 mg/dia, 4-5 dosis, en herpes genital y herpes 
zoster, o iv 30mg/kg/dia, en infecciones severas 

Valaciclovir 

HSV-1, HSV-2, VZV 

Tratamiento por via oral de herpes genital y herpes zoster, 1000- 
3000 mg /dia, 2-3 dosis 

Famciclovir 

HSV-1, HSV-2, VZV 

Tratamiento por via oral de herpes genital y herpes zoster, 750- 
1500 mg/dia, 3 dosis 

Ganciclovir 

HCMV 

Para tratamiento y prevention, por via oral, 3g/dia; iv, 10 mg/kg/ 
dia; intraocular, 4.5 mg 

Valganciclovir 

HCMV 

Para tratamiento y prevention por via oral, 900 mg/dia 

Cidofovir 

HCMV, HSV-1, HSV-2, VZV 

Retinitis por HCMV e infecciones por HSV y VZV ACV R en 
pacientes inmunocomprometidos, iv 5 mg/kg/ semana 

Foscarnet 

HSV-1, HSV-2, VZV, HCMV 

Retinitis por HCMV e infecciones por HSV y VZV ACV R en 
pacientes inmunocomprometidos, iv 120-180 mg/kg/dia, 3 dosis 

Formivirsen 

HCMV 

Retinitis por HCMV en pacientes inmunocomprometidos, 
intraocular 

Lamivudina 

HBV 

Tratamiento por via oral, 100 mg/dia, 1 dosis 

Emtricitabina 

HBV 

Recientemente aprobado 

Adefovir 

HBV 

Tratamiento por via oral en HBV resistente a lamivudina, 10 mg/ 
dia, 1 dosis 

Amantadina 

Influenza A 

Tratamiento por via oral, 200 mg/dia, 2 dosis 

Rimantadina 

Influenza A 

Tratamiento por via oral, 300 mg/dia, 2 dosis 

Oseltamivir 

Influenza Ay B 

Tratamiento y prevention, por via oral, 150 mg/dia, 2 dosis 

Zanamivir 

Influenza Ay B 

Tratamiento y prevention, por inhalation intranasal, 20 mg/dia, 

2 dosis 

Interferon a + 
Ribavirina 

HCV 

Por via oral, 800-1 200 mg/dia 

Ribavirina 

RSV 

Aerosol en gotas, 20 mg/dia, para ninos en alto riesgo 


Tabla 49.1. Drogas aprobadas para uso clinico en infecciones virales, excluyendo HIV. HSV-1, HSV-2: virus herpes 
simplex tipo 1 y 2; VZV: virus varicela-zoster; HCMV: citomegalovirus humano; HBV: virus hepatitis B; HCV: virus hepatitis 
C; RSV: virus sincicial respiratorio. 
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equivalentes en las infecciones por HS V, pero con el requerimiento de 
un numero menor de dosis diarias (Tab la 1). El famciclovir tambien 
tiene buena biodisponibilidad oral (> 70%) y es convertido in vivo 
en penciclovir, que actua en forma similar al ACV aunque con menor 
potencia (Figura 49.3, Tabla 49.1). 

La efectividad del ACV contra el citomegalovirus humano (HCMV) 
es muy inferior a la observada contra HSV y VZV, por lo que se ha 
desarrollado el ganciclovir (Figura 49.3) que pennite una terapia satis- 
factoria para HCMV, especialmente en pacientes inmunocomprometi- 
dos que suelen presentar cuadros de retinitis, neumoma y problemas 
gastrointestinales. El ganciclovir actua de rnanera similar al ACV. 
Dado que el virus no posee una TK propia, la primera fosforilacion 
es realizada por una quinasa celular. Ganciclovir no es terminador de 
cadena, por tener un OH libre en el 3’ y tiene un perfil de toxicidad 
sensiblemente superior al ACV produciendo neutropenia y trombo- 
citopenia. Tambien se ha licenciado recientemente el valganciclovir 
(Figura 49.3) que, como sucede con el valaciclvoir y ACV, posee 
superior biodisponibilidad oral que el ganciclovir. 

4.1.2 Resistencia antiviral: drogas alternativas 

La aparicion del SIDA asf como el incremento en la realiza- 
cion de trasplantes con la consiguiente inmunosupresion del 
paciente han producido el resurgimiento en estos individuos de 
infecciones herpeticas, tanto por HSV como HCMV, con graves 
manifestaciones cllnicas ante la falla del sistema inmunologico 
del hospedador para acelerar su control. Esto conlleva a la ne- 


cesidad de un tratamiento prolongado con ACV o ganciclovir, 
segun el virus, y la consecuente aparicion de mutantes virales 
resistentes a la droga. El fenomeno de resistencia se da espon- 
taneamente ante la presencia continua de una droga que no 
consigue eliminar totalmente a la poblacion viral contra la que 
esta dirigida. En esas condiciones, los virus sobrevivientes ante 
la presion selectiva ejercida por el tratamiento continuado con 
la droga generan mutaciones en el gen que codifica la protefna 
que es el bianco del compuesto antiviral. 

En el campo de los herpesvirus no se produce, en general, aparicion 
de mutantes resistentes en individuos inmunocompetentes, ya que 
las infecciones son controladas por la accion conjunta de la droga 
antiviral y la respuesta inmune del hospedador. Pero en los pacientes 
inmunocomprometidos se ha registrado en forma creciente la selection 
de variantes virales que no responden al tratamiento antiviral luego 
de una terapia prolongada. La presencia de mutantes resistentes a 
una droga en uso se comprueba haciendo la determination de la CE 
del virus que se alsla del paciente que ha dejado de responder a la 
terapia, y comparando el valor que se obtiene con la CE 50 del virus 
que origino la infection, si se dispone de la muestra, o en su defecto 
de una cepa de referenda. Un incremento significative en la CE 50 
para el virus del paciente es indicativo de la presencia de mutantes 
resistentes y de la necesidad imprescindible de cambiar el antiviral 
utilizado en la terapia. El analisis molecular a nivel genomico de las 
variantes resistentes a ACV -ACV R - ha mostrado que las mutaciones 
pueden estar en los genes correspondientes a las dos enzimas virales 
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Figura 49.3. Drogas antivirales aprobadas para el tratamiento de las infecciones herpeticas. 
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B- Inhibition 

ACV-TP 

I HSV-DNA polimerasa 
P-P«- r 

ACVMP-D 

-□DD-D-D-DDD-D-D-D-DDD-D-D-DDD-D-D-D-D-D-D 

Figura 49.4. Mecanismo de accion del aciclovir. A. Activacion. 
la droga aciclovir es transformada a su forma activa, el aciclovir 
trifosfato (ACV-TP) en tres pasos sucesivos de fosforilacion. 
TK: timidino-quinasa. B. Inhibicion. el ACV-TP interactua con 
la DNA polimerasa viral y se incorpora a la cadena de DNA en 
crecimiento como aciclovir monofosfato (ACV-MP), liberando 
pirofosfato (P-P). 


que son bianco del ACV, la TK o la DNA polimerasa, siendo en 
general mas abundantes las variantes resistentes TK', es decir que 
han sufrido una deletion en el gen de la TK y sintetizan una enzima 
defectuosa incapaz de fosforilar al ACV y, por ende, responsable de 
la falla terapeutica. 

La droga de option para el tratamiento de variantes de HSV y VZV 
AC V R o variantes de HCMV resistentes a ganciclovir es el foscamet 
(Figura 49.3, Tabla 49.1). Este compuesto es el acido fosfonoformico, 
analogo del pirofosfato que se libera a partir del nucleotido trifosfatado 
en la reaction de polimerizacion de la cadena de DNA (Figura 49.4). 
El foscamet actua inhibiendo a la DNA polimerasa por interaction 
con el sitio de union a pirofosfato en dicha enzima. A diferencia de los 
analogos, no requiere activacion metabolica para su accion, sino que 
actua en forma directa tal como se administra. Sin embargo, tiene baja 


selectividad porque inhibe a la DNA polimerasa viral a concentraciones 
solo levemente inferiores que las requeridas para inhibir a la DNA 
polimerasa celular. Es toxico, acumulandose en medula y rinones, 
por lo que solo se administra en pacientes inmunocomprometidos 
portadores de infecciones virales resistentes. 

El compuesto de aprobacion mas reciente para el tratamiento de 
las infecciones herpeticas es el cidofovir (Figura 49.3). Esta droga 
es un analogo de nucleosido aciclico con un grupo fosfonato, es 
decir, requiere solamente dos fosforilaciones para llegar a la for- 
ma activa de trifosfato e interactuar con la DNA polimerasa para 
incorporarse a la cadena de DNA. En general, tiene un espectro de 
accion mas amplio que los analogos de nucleosidos no fosfonados 
y, dado que no requiere la primera fosforilacion, es efectivo contra 
variantes resistentes a ACV. Dada la nefrotoxicidad que produce, 
su administration esta restringida para enfermedades ocasionadas 
por variantes virales resistentes en pacientes inmunocomprometidos 
(Tabla 49.1). 


4.2.1 Hepatitis B 

A pesar de disponer de una vacuna efectiva, la infection cronica 
por HBV continua siendo un problema muy grave para la salud 
publica en todo el mundo. De acuerdo a la Organization Mundial de 
la Salud, mas de 400 millones de personas son portadoras cronicas 
del vims y estan expuestas a las complicaciones derivadas de esta 
infection que incluyen el desarrollo de hepatitis cronica, cirrosis 
y carcinoma hepatico. Este cuadro de situation ha despertado el 
interes en la busqueda de moleculas capaces de inhibir y controlar 
la multiplication de HBV, que es el objetivo primordial de la terapia 
antiviral en los portadores de infection cronica. 

La hepatitis por HBV fue una de las primeras enfermedades 
virales en las que se utilizo la terapia con interferon alfa (IFN 
a), pero los resultados mostraron que solo 20% de los pacien- |30 
tes tenian un beneficio clinico a largo termino con numerosos 
efectos colaterales asociados al tratamiento. En la actualidad, la 
polimerasa es el unico bianco viral bien caracterizado y atractivo. 

Esta enzima tiene propiedades de transcriptasa inversa y de DNA 
polimerasa a lo largo del ciclo replicativo del HBV, por lo que se 
asemeja a la transcriptasa inversa del HIV y, de hecho, los tres 
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Figura 49.5. Drogas aprobadas para el tratamiento de las infecciones por HBV y HCV. 
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Figura 49.6. Drogas aprobadas para el tratamiento de las 
infecciones respiratorias por virus influenza. 
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compuestos licenciados para el tratamiento de las infecciones por 
HBV son analogos de nucleosidos desarrollados originariamente 
para HIV. Los compuestos lamivudina y emtricitabina (Figura 
49.5) inhiben la actividad de transcriptasa inversa de la enzima, 
es decir, la elongation de la cadena negativa de DNA viral, por 
inhibition competitiva con el sustrato natural, dCTP, y son ademas 
terminadores de la cadena de DNA. Varios estudios mostraron 
que el descenso inicial de la viremia en los pacientes tratados con 
lamivudina se correlacionaba con la seroconversion a positividad 
para el antigeno e (HBe), indicador de la supresion de replicacion 
viral. El compuesto adefovir (Figura 49.5) es un analogo fosfonado 
que requiere solo dos fosforilaciones para activarse y bloquear 
tambien la sfntesis de DNA viral. 

La efectividad de los analogos se ha visto limitada por la seleccion 
de variantes virales resistentes a estos compuestos que se produce en 
las terapias prolongadas que requiere la infeccion cronica con HBV 
para mantener bloqueada la multiplication viral. Asi, por ejemplo, 
la tasa de resistencia a lamivudina alcanza al 20% luego de un ano 
de tratamiento y 60% a los 4 anos. La resistencia se produce por 
seleccion de mutantes en la polimerasa viral y el analisis genomico 
de las mutantes aisladas ha mostrado que lamivudina y emtricita- 
bina seleccionan el mismo tipo de mutantes, en tanto que adefovir 
selecciona mutaciones en otro dominio de la enzima. En base a 
estos datos, se recurre al adefovir para la terapia de HBV resistente 
a lamivudina. 


4.2.2 Hepatitis C 

En una situation similar a la descrita para HBV, alrededor de 200 
millones de personas estan cronicamente infectadas con HCV y, 
en algunos paises, esta infeccion es la principal causa determinante 
de la necesidad de trasplantes de hfgado. El tratamiento actual 
utiliza IFN-a con resultados precarios. Ademas de los conocidos 
efectos colaterales, solo parte de la poblacion infectada responde 
a esta terapia porque el IFN no es activo contra todos los tipos 
conocidos de HCV. En los ultimos anos se ha demostrado que la 
coadministracion de IFN con ribavirina es una terapia mas efectiva. 
La ribavirina (Figura 49.5) es un analogo de guanosina, de amplio 
espectro antiviral in vitro contra diferentes virus con genoma de 
RNA, cuyo principal modo de action parece ser por inhibition 
de la enzima celular inosina monofosfato (IMP) dehidrogenasa, 
afectando la biosintesis del nucleotido GTP. En anos reciente, se 
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Estructura de una unidad de ODN fosforotioato 
Figura 49.7. Estructura quimica de formivirsen, oligo- 
deoxinucleotido antisentido aprobado para uso clinico 
en infecciones con HCMV. 


ha demostrado que la ribavirina actua, ademas, como un mutage- 
no en el RNA, forzando a los virus con genoma de RNA a una 
acumulacion letal de mutaciones llamada catastrofe de errores, 
efecto que se complementaria con su actividad de inhibidor de la 
IMP dehidrogenasa. De todos rnodos, esta droga produce tambien 
efectos colaterales no deseados, por lo que la necesidad de agentes 
efectivos para HCV se mantiene como una demanda prioritaria en 
la quimioterapia antiviral. 

HCV es un virus que posee varias enzimas que podrian ser blan- 
cos atractivos para la quimioterapia. Entre ellas, se hallan la RNA 
polimerasa viral (producto del gen NS5b), una proteasa (producto del 
gen NS3/4a) responsable de clivar la poliproteina que es el producto 
de traduction del genoma viral y una helicasa (producto deNS3) que 
participa en la sintesis de RNA viral. En 20 1 1 y 20 1 3 la FDA aprobo el 
uso humano de 2 drogas que inhiben la proteasa NS3/4a: bocepreviry 
telaprevir, respectivamente. Una variedad de compuestos contra NS3 
y NS5b se encuentran en desarrollo y ensayo en la actualidad. 

4.3 Infecciones respiratorias 

Los intentos de desarrollar drogas efectivas contra vims respiratorios 
se han centrado especialmente en los virus influenza, virus sincicial 
respiratorio y rhinovirus. Las drogas actualmente licenciadas para 
uso contra virus respiratorios se presentan en la Tabla 49.1, donde 
puede observarse que los mayores logros se han conseguido para el 
virus de la gripe. Debido a las pandemias que produce este virus, 
con una muy elevada tasa de mortalidad por aparicion de nuevos 
virus en la poblacion humana, ya sea por adaptation al humano de 
cepas provenientes de su reservorio aviar o rearreglo entre genes 
de un virus humano y un virus aviar, el virus influenza ha sido un 
polo de atraccion para la industria farmaceutica en la busqueda 
de antivirales efectivos. Desde la decada de 1960 se dispone de 
la amantadina, una amina primaria, y la rimantadina, derivada 
de la anterior (Figura 49.6), ambas efectivas para el tratamiento 
temprano de las infecciones con influenza A. Su mayor aplicacion 
esta en la profilaxis en pacientes inmunocomprometidos y alergicos 
a la vacuna. Ambas drogas actuan por interaction con la proteina 
viral M2, que cumple funciones de canal ionico cuando el virus 
ha entrado al endosoma y permite el desnudamiento completo de 
la particula viral, de modo que la nucleocapside sea liberada al 
citoplasma y pase al nucleo celular para su posterior transcription 
y replicacion. Este mecanismo se ha comprobado por aislamiento 
de mutantes de influenza resistentes a amantadina y rimantadina 
que presentan mutaciones en el gen que codifica por la proteina 
M2. Desde el punto de vista clinico, los mayores inconvenientes 
de estas drogas son su falta de actividad contra influenza B, los 
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efectos secundarios que suelen presentar y la rapida generation 
de resistencia viral. 

Mas recientemente se han aprobado dos drogas muy potentes 
para las infecciones con influenza, oseltamivir y zanamivir (Figura 
49.6), que son inhibidores de la neuraminidasa de influenza A y B 
y parecen inducir menos resistencia que amantadina. La funcion de 
la neuraminidasa es vital para permitir la diseminacion del virus a 
partir de la celula infectada hacia otras celulas y a traves del tracto 
respiratorio, incrementando la infectividad viral, por lo que representa 
un bianco antiviral ideal. En la etapa final del ciclo de multiplication 
de influenza, cuando se produce la brotacion del virion a partir de la 
celula, la neuraminidasa cliva el acido sialico terminal del receptor 
celular para el virus y de esa forma impide que el virus vuelva a 
adherirse a la celula infectada, por lo que se limita su propagation. 

Todos los antivirales descritos en las secciones precedentes fueron 
descubiertos siguiendo el metodo traditional de ensayo empfrico 
de una gran cantidad de compuestos y sus derivados qulmicos, sin 
tener de antemano information detallada de los mecanismos mole- 
culares de inhibition. Por el contario, zanamivir y oseltamivir son 
un ejemplo paradigmatico del diseno racional de una droga antivi- 
ral dirigida contra un bianco elegido previamente. El conocimiento 
de la estructura cristalina de la neuraminidasa, glicoprotema de la 
envoltura de influenza, y su sustrato el acido neuraminico o sialico, 
permitio el diseno de ambas drogas. A traves del diseno asistido por 
computadora se identified el zanamivir como inhibidor especifico 
que interactua con residuos aminoatidicos conservados en el sitio 
activo de la neuraminidasa. Esta droga tiene baja biodisponibilidad 
oral, por lo que se administra en forma topica por inhalation (Ta- 
bla 49.1). En la busqueda de inhibidores de la enzima con mejor 
biodisponibilidad oral, se disenaron modificaciones quimicas en la 
molecula de zanamivir, comprobandose por cristalografia que los 
grapos quimicos modificados pudieran acomodarse en el sitio activo 
de la enzima. Asf se logro el compuesto oseltamivir, efectivo en el 
tratamiento y prevention oral de las infecciones por influenza (Tab la 
49.1). 

A pesar de su efectividad, estos antivirales contra influenza no 
han tenido aun gran aplicacion en la practica ch'nica. Las razones se 
hallan en las caracterfsticas inherentes a la infection por influenza, 
que produce una enfermedad con un perfodo relativamente corto de 
replication viral, que practicamente concluye cuando podria iniciarse 
la terapia. Es decir, para ser efectivo el compuesto debe administrarse 
dentro de las 48 horas de la aparicion de signos clinicos, lo que resulta 
diffcil de concretar para la mayorfa de los pacientes y los profesionales 
medicos. Asimismo, en las etapas tempranas, los smtomas de la gripe 
son diffeiles de diferenciar de otras infecciones respiratorias como el 
resfrfo comun por rhinovirus o la infection por adenovirus. Por estas 
razones, la utilization de estos antivirales esta centrada particularmente 
en la profilaxis en comunidades de mayor riesgo, como ancianos o 
ninos, o frente a un brote de mayor virulencia o la perspectiva de una 
naciente pandemia, como la que emergio en 2009. 

Las mismas dificultades mencionadas en el parrafo anterior se 
aplican para todas las infecciones respiratorias, donde se requerirfa 
un diagnostico rapido diferencial, para que el inicio del tratamiento 
especifico para el virus sea lo mas inmediato posible. En este campo, 
el virus sincicial respiratorio (RSV) produce bronquiolitis, siendo 
una causa frecuente de hospitalization en ninos con cuadros graves. 
La unica terapia actualmente disponible es la ribavirina en aerosol 
(Tabla 49.1), a pesar de las reacciones adversas a esta droga men- 
cionadas anteriormente. 


5. Perspectivas futuras: Aplicacion de la 
Genomica para el diseno de antivirales 

El uso de la information obtenida a partir del conocimiento de la 
secuenciacion y organization de los genomas virales ha permitido 
encarar una estrategia antiviral dirigida directamente a bloquear la 
expresion de los diferentes genes virales, atacando los correspon- 
dientes RNAm. Para ello, hay dos opciones metodologicas aplica- 
bles: la estrategia antisentido con oligodeoxinucleotidos (ODN) y el 
silenciamiento con pequenos RNA inteferentes (siRNA). 

En el primer caso, la idea es utilizar pequenos oligodeoxinucleotidos 
antisentido, es decir, una cadena simple de DNA complementary a una 
secuencia determinada del RNAm viral, de modo que el ODN se aparea 
al RNAm e impide la expresion de la proteina. Para que sea especifico, 
es decir, que reaccione exclusivamente con la secuencia bianco, se ha 
establecido que el ODN debe tener por lo menos 15 nucleotidos. Las 
principales dificultades en el uso de ODN como agente terapeutico son 
su entrada a la celula y su estabilidad frente a la action degradativa de 
las nucleasas. Para asegurar una mayor estabilidad, los nucleotidos del 
ODN son modificados por agregado de sustituyentes quimicos, como 
por ejemplo -S o -CH3 en el fosfodiester. Como son polianiones, en 
general no entran por difusion pasiva a traves de la membrana celular; 
en algunas celulas se ha descrito la presencia de receptores que se unen 
a polianiones, si no deben ser vehiculizados con un medio lipidico o 
insertados en un vector viral o plasmidico. Tambien hay que asegurar 
que sean retenidos en la celula, ya que en ocasiones sufren exocitosis 
a una velocidad mayor a la velocidad de apareamiento con su RNAm 
bianco. Todas estas dificultades han desalentado las posibilidades de exito 
en su aplicacion terapeutica. Al presente hay un unico agente antiviral 
antisentido aprobado para uso clrnico. Es un ODN fosforotioato, es 
decir, con un sustituyente de S en el grupo fosfato (Figura 49.7) llamado 
formivirsen, aprobado para el tratamiento intraocular en la retinitis por 
HCMV (Tabla 49.1). Esun ODN formado por 21 nucleotidos (Figura 
49.7). reactivo con el RNAm de una proteina temprana imnediata de 
HCMV, la proteina IE2. Se recomienda su uso especialmente en pacientes 
con SIDA donde el tratamiento contra HCMV debe ser prolongado, por 
su total carencia de toxicidad en comparacion con ganciclovir. 

La interferencia por pequenos RNA es la mas novedosa he- 
rramienta en el campo de las estrategias antivirales, basada en un 
mecanismo enzimatico que se ha descubierto en celulas animales 
en el ano 2001. Consiste en el bloqueo de los RNAm con pequenas 
moleculas de RNA doble cadena, de alrededor de 20 nucleotidos de 
longitud, llamadas siRNA. El siRNA se acopla a un sistema enzimatico 
celular llamado RISC (del ingles, RNA induced silencing complex , es 
decir, complejo de silenciamiento inducido por RNA), que consiste 
basicamente en una helicasa y una endonucleasa; la primera abre 
la doble cadena del siRNA, la hebra antisentido se aparea con la 
secuencia homologa bianco en el RNAm, y luego la endonucleasa 
corta el RNAm en la region apareada y lo degrada. Esta metodologfa 
presenta algunos de los problemas mencionados para los ODN, en 
cuanto a la entrada en la celula, pero el siRNA no modificado es 
mas estable y ha ganado en un par de anos mas aceptacion que los 
ODN antisentido en dos decadas, por su mayor facilidad aparente 
desde el punto de vista de la implementation tecnologica. La utilidad 
de los siRNA en animales y en el desarrollo preclmico aun no se 
ha establecido, pero ha despertado grandes expectativas como una 
nueva plataforma terapeutica como lo indican la gran cantidad de 
ensayos realizados en los ultimos dos anos con numerosos virus de 
importancia sanitaria humana. 

NoTA 


Este capitulo se finalizo en el ano 2008. 
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Introduction al tratamiento antirretroviral 
y resistencia en la infection por HIV-1 
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1. Tratamiento antirretroviral 

La historia natural de la infeccion por HIV-1 en palses industriali- 
zados ha sido modificada luego de la implementacion de esquemas 
terapeuticos antirretrovirales. Especialmente las terapias antirretro- 
virales combinadas (HAART, highly active antiretroviral therapy ) 
han redundado en una sustancial mejora de la calidad de vida de 
los individuos infectados, as! como en la reduction de la morbi- 
mortalidad asociada con la infeccion por el HIV-1. El objetivo 
principal de las terapias antirretrovirales combinadas es suprimir la 
replicacion del HIV- 1 tanto como sea posible, manteniendo la carga 
viral plasmatica a niveles indetectables, retrasando la progresion a 
la enfermedad y reduciendo la posibilidad de aparicion de resisten- 
cia a las drogas utilizadas. 

1. 1 INHIBIDORES DE LA ENTRADA Y LA FUSION (FIs) 

Una clase de drogas recientemente desarrollada es la que inhibe 
la fusion de membranas del HIV-1 (o de una celula infectada con 
HIV-1) y de una celula no infectada, reduciendo la replicacion viral. 
Los estudios de protemas virales de fusion de membranas muestran 
un motivo de horquilla comun que facilita la aposicion de las mem- 
branas viral y celular durante la entrada del virus a la celula. En 
el caso del HIV-1, un intermediario transitorio de pre-horquilla es 
un bianco atractivo para potentes peptidos antivirales derivados de 
gp41. Dos de estos peptidos han sido desarrollados (T20 y T1249) 
para unirse a la gp41, bloqueando la fusion del HIV-1 por interfe- 
rencia con determinados cambios conformacionales requeridos para 
el ingreso del HIV-1 a la celula bianco. 

1.2 INHIBIDORES NUCLEOSIDICOS DE LA TRANSCRIPTASA InVERSA -RT- 
(NRTIS, NUCLEOSIDE REVERSE TRANSCRIPTASE INHIBITORS) 

Los inhibidores nucleosidicos de la RT (NRTIs) actuan imitando a 
los desoxinucleosidos, precursores de los sustratos naturales de la 
RT del HIV-1. Los NRTIs inhiben la replicacion del HIV-1 funda- 
mentalmente por dos mecanismos: 

a) Luego de la conversion a la forma trifosfato, compiten con los 
desoxinucleotidos trifostato (dNTPs) naturales por la union a la 
RT, enzima viral necesaria para la replicacion del HIV-1 . 

b) Al ser incorporados en la cadena naciente de DNA, inducen la 
termination de su sintesis por carecer de grupos hidroxilo en 
position 3’ del anillo de desoxirribosa o de estructuras analo- 
gas. 

Los NRTIs pueden ser clasificados en dos subgrupos: analo- 
gos de la timidina y no analogos de la timidina. La zidovudina 
(AZT) y estavudina (d4T), que pertenecen al primer subgrupo, 
serlan preferentemente activos contra el HIV-1 presente en celulas 
CD4 + activadas. Los no analogos de la timidina, dentro de los que 
se encuentran la didanosina (ddl), zalcitabina (ddC), lamivudina 
(3TC) y abacavir (ABC), tendrian una actividad equivalente en 
celulas CD4 + activadas y en reposo. El conocimiento actual sobre 
los mecanismos de metabolizacion hacia la forma activa de estos 
inhibidores apoya el uso racional de drogas de ambos subgrupos 
en conjunto para potenciar la efectividad en diferentes tipos celu- 
lares. 


Familia 

Droga (nombre y 
abreviatura) 

Inhibidores de entrada y 

fusion 

(FIs) 

Enfurvitida (T20) 

Inhibidores nucleosidicos de 
transcriptasa inversa 
(NRTIs) 

Abacavir (ABC) 

Didanosina (ddl) 

Lamivudina (3TC) 
Emtricitabina (FTC) 
Stavudina (d4T) 

Zalcitabina (ddC) 

Zidovudina (AZT) 

Inhibidores no nucleosidicos 
de transcriptasa inversa 
(NNRTIs) 

Efavirenz (EFV) 

Nevirapina (NVP) 

Delavirdina (DLV) 

Inhibidores nucleotidicos 
de transcriptasa inversa 

Tenofovir (TDF) 

Inhibidores de proteasa (IPs) 

Amprenavir (APV) 

Atazanavir (ATZ) 

Indinavir (IDV) 

Lopinavir/r (LPV) 

Nelfinavir (NFV) 

Ritonavir (RTV) 

Saquinavir (SQV) 

Inhibidores de integration 
(STIs) 

Raltegravir (RAL) 

Inhibidores de entrada 
(Els) 

Enfurvitida (T20) 

Maraviroc (MVC) 


Tabla 50.1 . Principales agentes antirretrovirales en uso. 


1.3 Inhibidores nucleotidicos de la transcriptasa inversa 

Los inhibidores nucleotidicos de la RT funcionan de la misma 
manera que los NRTIs, con la diferencia que los primeros se en- 
cuentran previamente monofosforilados, facilitando as! la activa- 
tion intracelular por medio de la fosforilacion. En consecuencia, 
el analogo de nucleotido es activo en un amplio espectro de tipos 
celulares, incluyendo linfocitos y macrofagos en reposo. Dentro 
de esta familia se encuentran el adefovir (que debio ser retirado 
del mercado por su toxicidad) y el tenofovir (TFV), recientemente 
incorporado a la practica cllnica. 

1.4 Inhibidores no nucleosidicos de la transcriptasa inversa 
(NNRTIS, NON-NUCLEOSIDE REVERSE TRANSCRIPTASE INHIBITORS) 

Esta clase de antirretrovirales tambien inhibe la replicacion del 
HIV-1 mediante la interferencia con la transcription inversa. Sin 
embargo, los NNRTIs poseen una estructura diferente a la de los 
NRTIs e inhiben la RT del HIV-1 por mecanismos no competitivos: 
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se unen a un bolsillo hidrofobico cercano al sitio catalltico de la 
enzima. La principal limitation de los NNRTIs ha sido el rapido 
desarrollo de resistencia, demostrada tanto in vitro como in vivo con 
reglmenes no supresivos de la replication. Este fenomeno puede 
ser retrasado con el uso de combinaciones potentes que disminu- 
yen los niveles plasmaticos de RNA viral por debajo del limite de 
detection. Dentro de esta familia se encuentran: nevirapina (NVP), 
efavirenz (EFV) y delavirdina (DLV). 

7.5 Inhibidores de la integrasa viral (INs, integrase inhibitors) 

El raltegravir (RAL) pertenece a una clase de drogas llamadas inhi- 
bidores de la integrasa del HIV, aprobado por la FDA para su uso en 
el tratamiento de la infection en 2007. Estos compuestos inhiben el 
proceso de transferencia de cadena ( strand transfer inhibitors, STIs) 
entre el DNA proviral y el DNA cromosomico del hospedador, paso 
fundamental para la replication viral. Raltegravir ha demostrado ser 
efectivo tanto en individuos infectados vlrgenes de tratamiento como 
en aquellos que ya han recibido tratamiento antirretroviral previamente. 

1.6 Inhibidores de la entrada viral (Els, entry inhibitors) 

La entrada viral representa actualmente uno de los blancos tera- 
peuticos mas atractivos a la hora de buscar nuevas drogas para el 
tratamiento de la infection por HIV-1. Como resultado del avance 
del estudio de los mecanismos de entrada viral, esta etapa ha sido 
dividida en: (i) union de la proteina viral gpl20 al receptor celular 
CD4, (ii) union de gpl20 a un correceptor CCR5 o CXCR4 y (iii) 
fusion de la envoltura viral con la membrana celular. 

Para cada una de estas instancias se han identificado compues- 
tos capaces de inhibirlas, sin embargo solo dos han sido aprobados 
para el tratamiento: enfurvitida o T20 y maraviroc. El primero es 
un peptido sintetico capaz de unirse a una region (HR1 ) de la gp41 
viral e interferir con el cambio conformacional requerido para el 
acercamiento de la envoltura viral y la membrana celular que per- 
mite la fusion de ambas, mientras que el segundo es un antagonista 
de CCR5 capaz de bloquear la union de gpl20 a dicho correceptor. 
Efurvitida es efectivo como inhibidor tanto para cepas virales que 
utilizan CCR5 como para aquellas que utilizan CXCR4, mientras 
que maraviroc solo es efectivo para las primeras. 

Tanto efurvitida como maraviroc son consideradas drogas de 
rescate, es decir que son utilizadas en aquellos casos en que las op- 
ciones terapeuticas son limitadas. Sin embargo, maraviroc esta sien- 
do incorporado en tratamientos de primera y segunda llnea debido 
a caracteristicas tales como su via de administration (oral), buena 
tolerancia y pocos efectos adversos. En Argentina, sin embargo, se 
mantiene como droga restringida a pacientes con antecedentes de 
multiples fallos al tratamiento, en gran medida por su costo elevado. 

7.7 Inhibidores de la maduraci6n viral 
(MIS, MATURATION INHIBITORS) 

La maduracion es el ultimo estadio en el ciclo replicativo del HIV. 
Este implica el correcto procesamiento proteolltico de los precur- 
sores de las protelnas virales, su ensamblado en viriones y la libe- 
ration de los mismos desde la membrana plasmatica de la celula 
infectada. Una clase de moleculas en desarrollo, clasificadas como 
inhibidores de la maduracion, inhiben la correcta maduracion de los 
viriones dando lugar a partlculas incapaces de infectar productiva- 
mente nuevas celulas. MPC-4326, tambien conocido como beviri- 
mat, es el primer inhibidor de esta clase producido y que se encuen- 
tra en fase 2 de ensayo clinico. Otros compuestos de la misma clase 
(MPC-9055, MPI-461359 y MPC-9528) se encuentran actualmente 
en etapas tempranas de distintos ensayos clmicos y pre-clmicos. 

7.8 Inhibidores de la proteasa viral (Pis, protease inhibitors) 

A diferencia de los inhibidores de la RT, que actuan en la fase tem- 
prana del ciclo replicativo del HIV-1 impidiendo la nueva infection 


de celulas, los inhibidores de la proteasa (Pis) actuan en fases tar- 
dlas del ciclo replicativo, impidiendo la production de virus infec- 
tivo. Los Pis bloquean la PR del HIV-1, enzima necesaria para la 
production de viriones maduros. En presencia del PI, las partlculas 
virales nuevas que se crean son defectivas, no siendo capaces de 
infectar una nueva celula. Dentro de esta familia se encuentran: in- 
dinavir (IDV), ritonavir (RTV, nelfinavir (NFV), saquinavir (SQV), 
amprenavir (APV), y el recientemente incorporado lopinavir (LPV). 

7.9 Tratamientos combinados 

Dado que los NRTIs, los inhibidores nucleotidicos de la RT, los 
NNRTIs y los Pis actuan mediante mecanismos distintos y/o en 
etapas diferentes de la replication viral, existe una base racional 
para el uso de estas clases de drogas en forma conjunta con el fin 
de alcanzar un efecto inhibitorio incrementado contra la replica- 
cion del HIV-1. Alternativamente, tambien existe una fuerte base 
racional para el uso de terapias altamente potentes dirigidas hacia 
un bianco, dejando al otro bianco virgen para eventuales terapias 
de rescate. 

2. Variabilidad del HIV 

Con el objetivo de lograr una mejor comprension sobre el fenomeno 
de resistencia a las drogas antivirales, en este capltulo se detallan 
las principales fuentes de variation genetica involucradas en la evo- 
lution y patogenia viral y en el fenomeno de resistencia. 

El HIV es uno de los virus conocidos mas variables. Posee una 
gran plasticidad genetica con consecuencias importantes para el 
hospedador a nivel inmunologico y patogenico, as! como tambien 
tiene implicancias epidemiologicas y evolutivas. 

Una caracterlstica fundamental de la replication continua del 
HIV-1 es la baja fidelidad de la enzima transcriptasa inversa (RT, 
reverse transcriptase). Por ello se generan mutaciones puntuales 
en el genoma del virus, sustituciones de una base por otra y la in- 
sertion o deletion de bases. Otra fuente importante de variabilidad 
esta dada por mecanismos de recombination. 

2.7 Mutacion 

Las sustituciones de bases corresponden al reemplazo de un nucleo- 
tido por otro diferente durante la formation del DNA viral. Estas 
mutaciones pueden clasificarse en tres grupos: 

Sinommicas. El aminoacido codificado por el codon resultante es el 
mismo que en la proteina de cepa salvaje ( wild-type ) 

Con cambio de sentido. El aminoacido codificado por el codon re- 
sultante difiere del presente en la proteina de la cepa salvaje. 

Sin sentido. El nuevo codon codifica para una serial de termination 
de la traduction. 

En las mutaciones sinommicas, ni la estructura de la protei- 
na codificada por el gen ni su actividad se vera afectada. Por otra 
parte, cambios en la secuencia de aminoacidos pueden llevar o no 
a cambios estructurales y funcionales en las protelnas segun la im- 
portancia que tenga el residuo afectado dentro del polipeptido. Fi- 
nalmente, cambios sin sentido generaran protelnas truncadas; segun 
el lugar donde ocurra la interruption, se podran ver o no afectadas 
la estructura y actividad proteicas. 

2.2 Inserciones y deleciones 

Son adiciones o perdidas de una o mas bases, lo que puede alterar el 
marco de lectura del codigo genetico si el resultante de la adicion o 
deletion no es multiplo de tres. El cambio de marco de lectura lleva 
a cambios de sentido en los codones corriente abajo (downstream) 
y a la aparicion prematura de codones de termination, por lo que 
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generalmente se veran alteradas la estructura y actividad proteica 
de la zona afectada. 

2.3 Recombinacion 

La recombinacion ocurre frecuentemente durante la transcription 
inversa como consecuencia del empaquetamiento de dos hebras de 
RNA genomico dentro de cada virion y de la capacidad de la RT 
del HIV-1 de transferir una cadena naciente de DNA de un molde 
a otro, dando origen a una nueva cadena de DNA de origen mixto. 

3. ClJASIESPECIES Y RESISTENCIA A DROCAS. 

CONCEPTO DE FITNESS VIRAL 

El HIV posee distintos mecanismos que le permiten escapar tanto 
de la presion del sistema inmunologico como de la presion farma- 
cologica. Como se mencionara anteriormente, la escasa fidelidad de 
la RT en la replicacion del RNA viral, sumada al gran numero de 
viriones existentes en la poblacion viral infectante (cerca de 10 12 ) y 
a la extraordinaria cinetica de replicacion viral (con una vida media 
plasmatica inferior a 6 horas), favorecen la aparicion espontanea de 
multiples variantes denominadas cuasiespecies. La continua pro- 
duction de estas variantes proporciona al virus una gran capacidad 
de adaptation a los cambios en el ambiente. 

Fitness es un parametro que se define como la capacidad de 
adaptation replicativa de un organismo a un ambiente determina- 
do. Dentro de la poblacion viral cada cuasiespecie tiene un fitness 
caracterfstico, representative de aquellas propiedades virales que se 
encuentran bajo selection en un ambiente en particular. 

La evaluation de la capacidad replicativa relativa de las dife- 
rentes variantes virales presentes en la poblacion infectante es uno 
de los temas cuya importancia viene en aumento desde hace unos 
anos debido a que permiten profundizar el conocimiento acerca del 
efecto de la presencia de mutaciones asociadas a resistencia sobre 
la replicacion viral. Los resultados obtenidos permiten entender el 
comportamiento de una poblacion viral sometida a presion selectiva 
por drogas y, en un future, permitirfan tomar decisiones terapeuticas 
que faciliten el control de la infection, y hacer predicciones en lo 
que a progresion a enfermedad respecta. 

En ausencia de terapia antirretroviral, las variantes virales por- 
tadoras de mutaciones asociadas a resistencia tienen un fitness redu- 
cido en comparacion con las variantes tipo salvaje (WT, wild-type) 
presentes en la poblacion. Con la implementation del tratamiento, 
la presion selectiva ejercida sobre la poblacion viral provoca un 
cambio drastico en la distribution de cuasiespecies. La poblacion 
viral atravesara un cuello de botella poblacional inducido por las 
drogas y esto dara origen a una nueva poblacion en la cual la distri- 
bution de cuasiespecies estara gobernada nuevamente por la efica- 
cia replicativa. 

La resistencia del HIV-1 a drogas antirretrovirales puede ser 
definida en sentido amplio como cualquier cambio en la biologia 
viral que mejore su capacidad replicativa en presencia del inhibi- 
dor, mejora expresada siempre en relation a cepas tipo salvaje. La 
misma constituye, por tanto, no el unico, pero si un factor de gran 
importancia para explicar el fracaso virologico de un determinado 
tratamiento antirretroviral. 

La falla del tratamiento antirretroviral se evidencia como la di- 
minution de la calidad de vida del paciente, y puede monitorearse 
con marcadores inmunologicos (recuento de celulas CD4 + ) y virales 
(carga viral plasmatica). La aparicion de variantes del HIV resisten- 
tes a drogas es un factor importante en la falla terapeutica ocurrida 
en pacientes bajo terapia antirretroviral. 

El fenotipo resistente a drogas fue reportado inicialmente durante 
el tratamiento con AZT; sin embargo, la selection de variantes resis- 
tentes ha sido observada para todos los compuestos antirretrovirales 
aprobados para el tratamiento de la infection. Los datos provenientes 
del analisis de secuencias nucleotidicas de virus resistentes ha per- 
mitido identificar mutaciones puntuales en los genes que codifican 
para los principales blancos de las drogas antirretrovirales, RT y PR, 


que resultan en sustituciones aminoatidicas simples y que se han 
asociado a distintos fenotipos resistentes. Las mutaciones que con- 
fieren resistencia pueden transmitirse durante las infecciones de novo, 
provocando su diseminacion en la poblacion. 

4. Resistencia a drogas antirretrovirales 

4. 1 Genotipo y fenotipo 

Para comprender en profundidad los detalles del fenomeno de la 
resistencia del HIV-1 a drogas antirretrovirales es imprescindible 
definir dos conceptos: genotipo y fenotipo. 

Genotipo. El genotipo se define como la secuencia nucleoti- 
dica de la cual se puede deducir la secuencia aminoacfdica de las 
protefnas de interes. Esta secuencia puede ser comparada con un 
genotipo de una cepa salvaje de referencia. Los cambios observa- 
dos a nivel nucleotidico pueden o no reflejarse en cambios en la 
secuencia aminoacfdica deducida. La nomenclatura utilizada para 
expresar los cambios de aminoacido consiste en indicar el codigo 
del aminoacido presente en la variante salvaje, la position dentro 
de la molecula donde ocurrio el cambio y el codigo del nuevo ami- 
noacido. Por ejemplo, la mutation M184V indica que el residuo 
metionina presente en la cepa de referencia en la position 184 de la 
RT ha sido sustituido por el residuo valina. 

Fenotipo. Se define como el conjunto de propiedades biofisicas 
evaluables de un organismo, resultante de la interaction de su ge- 
notipo con el entomo. 

El fenotipo resistente in vitro se define como la capacidad del 
virus de replicar en presencia de un inhibidor, comparada con un 
virus susceptible control (cepa salvaje). 

La susceptibilidad in vitro se expresa ya sea como la concen- 
tration inhibitoria 50 (IC 50 ) o concentration inhibitoria 90 (IC 90 ), y 
corresponde a la concentration requerida para inhibit' la replicacion 
viral en un 50 6 90%, respectivamente. Por lo tanto, si un virus de 
cepa salvaje tiene una IC 50 de 100 nM para una droga en particular 
y la cepa ensayada posee una IC 50 de 800 nM, esta ultima presenta 
un fenotipo resistente con una diminution de la susceptibilidad 
hacia la droga de 8 veces. 

4.2 Mecanismos de resistencia del HIV- 1 

A DROGAS ANTIRRETROVIRALES 

El mecanismo por el cual el HIV-1 se torna resistente a las drogas 
antirretrovirales varfa con el tipo de droga, dado que cada farmaco 
actua mediante un mecanismo de action diferente. En general, los 
cambios asociados a resistencia se localizan en las regiones co- 
dificantes para las enzimas bianco de la action de la droga, por 
ejemplo, mutaciones en la RT para los NRTIs y NNRTIs, y cambios 
en la PR para los Pis. Sin embargo, se han evidenciado tambien 
cambios co-evolutivos en los sustratos virales de las enzimas del 
HIV-1 afectadas; en particular, en los sitios de clivaje de la PR 
sobre la poliprotefnas Gag y Gag-Pol. 

4.2.1 Resistencia a NRTIs 

Se han caracterizado tres mecanismos de resistencia a las drogas 
de la familia de los NRTIs. El primer mecanismo es mediado por 
mutaciones en la RT que permiten discriminar entre el sustrato na- 
tural (desoxinucleotido trifosfato) y el NRTI, impidiendo la adicion 
del inhibidor a la cadena de DNA en elongation. Este serfa el caso 
de las mutaciones en la RT asociadas a resistencia a ddl, ddC, d4T, 
3TC, ABC y algunos de los cambios asociados con resistencia a 
AZT. El segundo mecanismo es el reposicionamiento del complejo 
molde-cebador, que serfa observado en variantes del HIV-1 resis- 
tentes a 3TC. El tercer mecanismo es mediado por mutaciones que 
aumentan la tasa de remocion del NRTI terminador de cadena por 
pirofosforolisis (mediada por pirofosfato o ATP); esta reaction es 
llevada a cabo por la RT y permite la continuation de la sintesis de 
DNA. Este mecanismo esta involucrado en la resistencia a AZT y 
d4T. 
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4.2.2 Resistencia a NNRTIs 

La resistencia a los NNRTIs puede desarrollarse con rapidez cuando 
se administran en forma de monoterapia, fundamentalmente por la 
selection de mutaciones alrededor del sitio de union del sustrato en 
la enzima. Estos cambios estan asociados con una menor afinidad 
de la droga por la RT. 

4.2.3 Resistencia a Pis 

La resistencia a Pis esta mediada por cambios estructurales en el 
sitio de union al sustrato que resultan en una reduction de la afini- 
dad por el sustrato. Tambien pueden ocurrir cambios fuera del sitio 
de union al sustrato, e involucrarian distintos mecanismos como la 
alteration de la catalisis enzimatica, efectos en la estabilidad del 
dlmero, alteraciones en la cinetica de union del inhibidor o cambio 
de la estructura del sitio activo a traves de perturbaciones estruc- 
turales en trails. 

4.2.4 Resistencia a STIs 

La resistencia a RAL (el unico STI aprobado para su uso terapeutico) 
involucra la selection de mutaciones primarias en el sitio catalltico 
implicando tres vlas geneticas independientes y no solapadas: la mu- 
tation N155H, las mutaciones Q148H/R/K y las menos frecuentes 
Y143/R/C/H. Estas mutaciones no solo afectan la capacidad de la 
enzima de realizar la reaction de transferencia de cadenas en pre- 
sencia del inhibidor sino que tambien pueden tener impacto en otros 
procesos de la replication. Por ejemplo, la selection de Y143G ha 
sido relacionada con cambios en el proceso de transcription inversa. 

Al igual que para inhibidores de otras clases, numerosas muta- 
ciones secundarias son seleccionadas, todas fundamentalmente rela- 
cionadas a mecanismos compensatorios de la actividad enzimatica. 

4.3 Fenomenos asociados a la resistencia 

El fenomeno de resistencia en el contexto de la infection por el 
HIV-1 es muy complejo, y se complica aun mas por la existencia 
de factores tales como la resistencia cruzada, la reversion de la 
resistencia y la resistencia a multiples drogas: 

Resistencia cruzada. Ocurre cuando la resistencia a una droga 
causa resistencia a otro u otros farmacos dentro de la misma clase de 
drogas. En el marco de las opciones terapeuticas actuales, es de sumo 
interes considerar que cualquier tratamiento elegido debe proveer un 
beneficio clinico maximo en el presente y flexibilidad en el futuro, 
en caso de que el esquema inicial fallara. La resistencia cruzada se 
puede encontrar en las tres principales familias de drogas. 

Reversion de resistencia. Tiene lugar cuando las mutaciones 
asociadas a resistencia a una droga revierten el efecto de las mu- 
taciones asociadas a resistencia a otra droga. Son numerosos los 
intentos de utilizar este fenomeno para la identification de com- 
binaciones de antirretrovirales mas efectivos en el uso clinico. El 
ejemplo clasico, pero con consecuencias aun no bien definidas en 
el ambito clinico, es el efecto supresivo de la mutation Ml 84V en 
la RT (asociada a resistencia a 3TC) sobre la mutation en el codon 
215 de la RT (asociada a resistencia a AZT). 

Resistencia a multiples agentes. Es el fenomeno de resistencia 
asociado a drogas que actuan mediante mecanismos distintos. Este 
es un problema emergente en el tratamiento del HIV dado el cre- 
ciente uso de los esquemas terapeuticos combinados, as! como el 
vasto ernpleo secuencial de los agentes. Se postula que la recombi- 
nation es uno de los factores mas importantes relacionado al rapido 
desarrollo de variantes del HIV-lcon alto grado de resistencia a 
multiples drogas. 

4.4 Mutaciones asociadas a resistencia a antirretrovirales 

Por consenso, las mutaciones asociadas a resistencia se clasifican 
en dos grandes categories: 

Mutaciones primarias. Estan asociadas directamente a un grado 
mensurable de resistencia fenotipica a los agentes antirretrovirales; 

y 


Mutaciones secundarias. Por si solas confieren un muy bajo 
o nulo nivel de resistencia, pero al interaccionar con las muta- 
ciones primarias aumentan o restituyen la capacidad replicativa 
viral y/o aumentan el nivel de la resistencia a los agentes (Tabla 
50.2). 

5. Ensayos de resistencia del HIV-1 

A DROGAS ANTIRRETROVIRALES 

En los ultimos anos, ha existido un interes considerable en el uso de 
ensayos que puedan determinar si un individuo posee variantes del 
HIV-1 resistentes a drogas antirretrovirales especificas. Los estudios 
empleados en la evaluation de la resistencia del HIV-1 han sido 
clasificados en dos categorias: 

Los ensayos genoti'picos permiten la detection de mutacio- 
nes caracteristicas en el genoma del HIV-1 que han sido descritas 
como asociadas a resistencia a agentes antirretrovirales. Estos en- 
sayos son altamente sensibles (detectan poblaciones virales pre- 
sentes en un porcentaje mayor del 25%) y proveen una secuencia 
nucleotidica de la PR y RT (o information aislada sobre el estado 
de codones particulares) indicando las mutaciones presentes que 
fueron previamente asociadas a resistencia. Como se vera mas 
adelante, las aplicaciones clinicas de los ensayos genoti'picos se 
encuentran limitadas por discrepancias en la interpretation de los 
resultados. 

Los ensayos fenoti'picos permiten evaluar la capacidad del vi- 
rus, presente en una muestra, de replicar en presencia de agentes 
antirretrovirales in vitro. Estos ensayos son una medida directa del 
grado de resistencia o susceptibilidad viral a agentes especificos. 
Como una medida directa de la resistencia, los ensayos fenotipi- 
cos tienen en cuenta el efecto neto de los cambios genotipicos y 
sus interacciones. Sin embargo, son complejos y demandan mucho 
tiempo, siendo su interpretation dificultosa. Ademas, no proveen 
information sobre la base subyacente de la resistencia, por lo que 
su uso no se encuentra ampliamente difundido. 

5. 1 Ensayos fenotipicos 

Los ensayos fenotipicos para la caracterizacion de variantes virales 
resistentes a drogas pueden clasificarse en ensayos fenotipicos cla- 
sicos y ensayos fenotipicos recombinantes. 

Ensayos fenotipicos clasicos: se basan en la cuantificacion de la 
replication viral en presencia de diversos farmacos. 

Constan basicamente de los siguientes pasos: 

1. Aislamiento viral. 

2. Cultivo viral en presencia de inhibidores: se infectan celulas 
susceptibles y se cultivan en presencia de diferentes concentra- 
ciones de la droga en estudio. 

3. Medicion del grado de replication viral: la replication en pre- 
sencia de inhibidores se cuantifica por la medicion de productos 
virales (antigeno p24) o la actividad de enzimas virales (ensa- 
yos de actividad de la RT) en el sobrenadante de cultivo. 

Este tipo de ensayos fueron estandarizados por el AIDS Clinical 
Trials Group (ACTG) en 1993. Presenta varias desventajas como 
son su laboriosidad, el tiempo que insumen (4 a 6 semanas), su alto 
precio y el hecho de que deben ser realizados en estrictas condi- 
ciones de bioseguridad. Por otro lado, pueden conducir a errores 
debido a la selection de determinadas subpoblaciones del HIV-1 
durante los sucesivos ciclos replicativos virales. 

Ensayos fenotipicos recombinantes: utilizan la recombination 
genetica para producir lotes virales que seran sometidos a pruebas 
de susceptibilidad. Estos ensayos, llamados de virus recombinantes, 
se basan en el mismo principio que los ensayos clasicos, pero los 
pasos de aislamiento del virus del paciente son reemplazados por 
variantes virales generadas en laboratorio por medio de herramien- 
tas de biologia molecular. 
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Abacavir 

K65R, L74V, Y115F, Ml 84V 

Didanosina 

K65R, L74V 

Emtricitabina 

K65R, M184V/I 

Lamivudina 

K65R, M184V/I 

Stavudina 

M41 L, E44D, K65R, D67N, K70R, 

V1 181, L210W, T215Y/F, K219Q/E 

Tenofovir 

K65R 

Zidovudina 

M41L, E44D, D67N, K70R, 

VII 81, L210W, T215Y/F, 

K21 9Q/E 

Delavirdina 

K103N, V106M, Y181C, Y188L, P236L 

Efavirenz 

LI 001, K103N, V106M, VI 081, Y181C/I, 
Y188L, G190S/A, P225H 

Nevirapina 

LI 001, K103N, VI 06 A/M, VI 081, 

Y181C/I, Y188C/L/H, G190A 

Enfurvitida 

(gp4i) 

G36V, 137V, V38A, Q39R, N42D/T, 

N43D, L44M, L45M 

Atazanavir 

LI 01/FA/, G16E, K20R/M/I, L24I, V32I, L33I/ 
FA/, M36I/L/V, M46I/L, G48V, I50L, I54L/V/ 
M/T, D60E, 162V, A71 V/l/T/L, G73C/S/T7A, 
V82A/T, 184V, 185V, N88S, L90M, I93L 

Indinavir 

L10I/R/V, K20M/R, L24I, V32I, M36I, 
M46I/L, 154V, A71V/T, G73S/A, V77I, 

V82A/F/T, 184V, L90M 

Lopinavir/ r 

L10F/I/R/V, K20M/R, L24I, V32I, L33F, 
M46I/L, I47V/A, 150V, F53L, 
I54V/L/A/M/T/S, L63P,A71V/T, G73S, 
V82A/F/T/S, 184V, L90M 

Nelfinavir 

LI OF/I, D30N, M36I, M46I/L, A71V/T, 
V77I, V82A/F/T/S, 184V, N88D/S, L90M 

Fosamprenavir 

L10F/I/R/V, V32I, M46I/L, 147V, 150V, 
I54L/V/M, G73S,V82A/F/T/S, 184V, L90M 

Ritonavir 

L10F/I/R/V, K20M/R, V32I, L33F, M36I, 
M46I/L, 150V, I54V/L, A71V/T, V77I, 

V82A/F/T/S, 184V, L90M 

Saquinavir 

L10I/R/V, G48V, I54V/L, A71V/T, G73S, 

V 771, V82A, 184V, L90M 

Raltegravir 

E92Q, F121Y, E138AK, G140AS, Y143CHR, 
S147G, Q148HRK, N155HS, E157Q 

Maraviroc 

(*) 

Enfurvitida 

G36DEVS, 137V, V38EAMG, Q40H, 
N42T, N43DKS, L44 M, L45M 

Bevirimat 

n 


Tabla 50.2. Mutaciones asociadas a resistencia a drogas 
utilizadas para el tratamiento de la infeccion por HIV-1. Las 

mutaciones determinantes de niveles elevados de resistencia 
para cada una de las drogas se detallan en negrita. (*) No 
existe consenso sobre el perfil de mutaciones asociadas a 
resistencia. (**) Compuesto en ensayo clinico, no existe infor- 
mation completa sobre mutaciones asociadas a resistencia. 


5.2 Ensayos genoti'picos 

Se basan fundamentalmente en dos principios distintos: la determi- 
nation de mutaciones puntuales y la determination de la secuencia 
completa de la region de interes. En ambos casos se pueden usar 
diversos tipos de muestra, siendo los empleados con mayor frecuen- 
cia plasma y celulas mononucleares de sangre periferica (PBMCs), 
pudiendose usar tambien LCR, biopsias de ganglios linfaticos, se- 
men, etc. 

A continuation se detallan algunos ensayos genotipicos: 

Ensayos de secuenciacion de DNA: estos ensayos proveen infor- 
mation de todos los nucleotidos en la region genomica secuen- 
ciada. Se basan en la reaction de termination de cadena mediante 
didesoxinucleotidos (ddNTPs), disenada por Sanger en la decada 
de 1970. En la actualidad, el uso de la tecnologia de secuenciacion 
automatica permite procesar un gran numero de muestras en un 
breve tiernpo. 

En nuestro pais, se utilizan protocolos desarrollados en los 
propios laboratories o basados en information publicada por otros 
grupos de trabajo, asi como equipos comerciales, entre los que se 
encuentran HIV Genotyping System (Applied Biosystems) y TRU- 
GENE® HIV-1 Genotyping Assay (Siemens). 

Ensayos de mutaciones puntuales: estos ensayos solo dan infor- 
mation sobre la naturaleza de un numero limitado de codones en 
la region estudiada por cada reaction. La ventaja del ensayo es 
que permite ensayar un gran numero de muestras simultaneamente, 
pero demostro tener poca utilidad a partir de la implementation de 
nuevos agentes antirretrovirales en la practica clinica. 

A partir de 1997 estuvo disponible una metodologia basada en 
la detection de mutaciones puntuales, el ensayo de sondas alineadas 
( Line Probe Assay o LiPA, Innogenetics). Se trata de una hibrida- 
cion diferencial de amplicones con sondas alelo-especificas para las 
diversas mutaciones. 

El LiPA tiene la ventaja sobre los ensayos de secuenciacion 
nucleotidica de ser mas sencillo, requerir equipamiento menos 
complejo y permitir la detection de subpoblaciones virales poco 
prevalentes (aunque se desconocen las implicancias clinicas de es- 
tas ultimas). Como desventaja, LiPA solo da information sobre la 
presencia de determinados residuos aminoacidicos en los codones 
analizados, y no permite conocer el estado de otras posiciones de 
la PR y de la RT que tienen relevancia clinica. 

5.3 Problemas inherentes a los sistemas de genotipifica cion 

5.3.1 Diversidad genetica del HIV-1 

Todo sistema que se base en reacciones de hibridacion, ya sea para 
la amplification o para la detection de alelos especificos, debe en- 
frentar la alta variabilidad que se asocia al HIV-1 . En la mayoria 
de los casos, tanto los cebadores de amplification y secuenciacion 
como las sondas de hibridacion alelo-especificas han sido disena- 
dos tomando como base los motivos circulantes mas prevalentes en 
America del Norte y Europa occidental, pertenecientes al subtipo 
B. Sin embargo, es muy poco lo que se conoce hasta el momenta 
sobre la funcionalidad de los ensayos genotipicos en regiones donde 
otros subtipos y/o formas recombinantes entre subtipos son muy 
frecuentes. 

5.3.2 Interpretation del genotipo 

Antes de que pueda ser transferida al medico, la information ge- 
notipica cruda debe ser procesada. Es importante notar que esta 
information suele ser muy compleja, y mas arm su interpretation, 
dado que el fenotipo del virus estudiado resultara de la interaction 
de las distintas mutaciones detectadas. Para que los sistemas de 
genotipificacion puedan ser empleados en la practica clinica han 
sido disenados diversos algoritmos de interpretation de genotipo 
e inferencia de fenotipo. Algunos de ellos se basan en reglas pro- 
puestas por diversas instituciones o paneles de expertos. Este es 
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el caso de los sistemas de la Universidad de Stanford (California, 
EE.UU.), y de Visible Genetics (Toronto, Canada), que aceptan 
secuencias correspondientes al gen pal, monitorean el estado de 
las posiciones asociadas a resistencia y finalmente proveen un 
informe donde se indica la susceptibilidad deducida en base a 
las reglas antes mencionadas. Dado que el conocimiento actual 
sobre el efecto resultante de la interaction entre las mutaciones 
asociadas a resistencia dista mucho de estar completo, la utilidad 
de la interpretation basada en reglas puede ser limitada en el caso 
de genotipos complejos. 

De amplio uso es tambien el sistema del Fenotipo Virtual (Vir- 
tual Phenotype, Virco, Belgica). Este se fundamenta en bases de da- 
tos relacionales con information genotfpica y fenotipica de miles de 
aislamientos. Cuando se ingresa una secuencia, el sistema recorre 
su base de datos en busca de aislamientos con genotipos de carac- 
teristicas similares y para los que existen datos del fenotipo in vitro. 
Luego, reporta la IC promedio de dichos aislamientos y clasifica a 
la muestra como sensible o resistente a los diversos antirretrovirales 
en base a valores de corte arbitrarios. 

5.4 EnSAYOS GENOTIPICOS VERSUS FENOTlPtCOS 
PARA EL ESTUDIO DE LA RESISTENCIA 

Tanto los ensayos de genotipificacion como los de fenotipificacion 
ofrecen information sobre la susceptibilidad del virus circulante en 
un paciente, pero cada uno de estos ensayos presenta sus ventajas y 
desventajas, por ello deben tenerse en cuenta factores como: 

Complejidad/Tiempo/Costo. Los ensayos de genotipificacion son 
mas sencillos que los fenotipicos, menos laboriosos, requieren me- 
nos tiempo para la obtencion de un resultado y son de menor costo. 
Dada la complejidad de los ensayos fenotipicos, solo pueden ser 
llevados a cabo en un numero limitado de laboratorios. 

Interpretation. Dado que los ensayos fenotipicos proveen directa- 
mente el valor de IC 50 son de mas facil interpretation que los geno- 
tlpicos, ya que estos ofrecen una compleja lista de las mutaciones 
detectadas. Para facilitar el analisis de los resultados de genotipo se 
estan perfeccionando los sistemas de interpretation, incluyendo el 
fenotipo virtual, pero aun resulta complicada la interpretation del 
genotipo. A esto contribuye el desconocimiento del efecto fenotfpi- 
co de las combinaciones de mutaciones. 

Detection de poblaciones virales minoritarias. Ninguno de los dos 
tipos de ensayo es capaz de resolver adecuadamente mezclas en 
las que subpoblaciones del HIV-1 se encuentren en proporciones 
menores al 20-25%. 

Existen diversos estudios que tratan de evaluar el grado de 
correlation de diversos sistemas genotipicos con los de estudios 
fenotipicos. Sin embargo, hasta el momenta no esta claro si cada 
tipo de ensayo dara information complementaria al otro, si deben 
usarse en forma combinada o si su utilization pudiese ser de forma 
indistinta. Posiblemente, en el caso de pacientes con complejos pa- 
trones de mutaciones, los ensayos de fenotipo podrfan proveer una 
information mas util. 

6. La resistencia del HIV-1 A ANTIRRETROVIRALES 
COMO CAUSA DE FALLA DEL TRATAMIENTO 

El fin de los tratamientos antirretrovirales es mejorar la calidad de 
vida de los individuos infectados con el HIV- 1 . Desde el punto de 
vista virologico el objetivo es suprimir completamente la replica- 
cion viral, evitando la infection de nuevas celulas, previniendo el 
deterioro inmunologico y, eventualmente, llevando a la eradication 
del HIV-1 del organismo. Los esquemas terapeuticos disponibles 
actualmente aun no son capaces de lograr este fin, sin embargo, se 
persigue alcanzar niveles no detectables de carga viral plasmatica y 
recuentos de celulas CD4 + que garanticen un estado inmunologico 
aceptable. 


La prevalencia de variantes del HIV-1 resistentes a una droga 
antirretroviral en una determinada poblacion con falla terapeutica 
es funcion de numerosas variables. Entre otras podemos mencionar: 

Frecuencia del uso actual de la droga en cuestion. A mayor empleo 
de un agente es de esperarse una mayor prevalencia de virus resis- 
tentes a dicha droga. 

Empleo en el pasado de la droga en cuestion. Dada la cinetica de 
replication del HIV-1, variantes resistentes seleccionadas durante 
tratamientos anteriores pueden permanecer en las poblaciones de 
virus replicantes o en provirus quiescentes dentro del individuo. 
Este fenomeno tiene mas importancia para las primeras drogas 
que aparecieron en el mercado cuando eran utilizadas en esquemas 
de monoterapia o de terapia dual (hoy en dia considerados como 
reglmenes sub-optimos, pero en el pasado constitufan las unicas 
opciones terapeuticas). 

Frecuencia de resistencia natural. Se han descrito variantes virales 
presentes en individuos vfrgenes de tratamiento que portaban mu- 
taciones asociadas a resistencia a determinados agentes previa al 
uso de los mismos. 

Barrera genetica. Se refiere a la cantidad y tipo de mutaciones ne- 
cesarias para alcanzar un genotipo resistente. Aquellas drogas en 
las que hasten pocas mutaciones para que la variante se torne resis- 
tente a un antirretroviral seleccionaran mas rapidamente mutantes 
resistentes. 

Farmacocinetica / farmacodinamia. Dado que la variabilidad del 
HIV-1 se incrementa durante la replication viral, el grado de supre- 
sion de la replication por parte de la/s droga/s (potencia de la droga 
o esquema terapeutico) conditional la emergencia de mutaciones 
primarias y secundarias asociadas a resistencia. En algunos casos, la 
concentration de un antirretroviral administrado es la correcta pero, 
debido a interacciones medicamentosas, se alcanzan concentracio- 
nes suboptimas del agente observandose el fenomeno antedicho. 
Por otro lado, drogas con vida media corta permitiran la selection 
de variantes resistentes en los valles de concentration. Ademas, es 
de suma importancia la distribution de la droga, ya que los sitios 
donde replique el virus y donde no se alcancen concentraciones 
adecuadas de los agentes como para suprimir la replication consti- 
tuiran santuarios donde se podrfan seleccionar variantes resistentes. 

Complejidad posoldgica. Agentes antirretrovirales que deban ser 
administrados en esquemas posologicos complejos haran mas pro- 
picia la falta de adherencia completa al regimen y expondran al 
virus a concentraciones suboptimas de droga durante perfodos va- 
riables de tiempo. 

Resistencia cruzada. Ocurre cuando un genotipo resistente seleccio- 
nado por una droga confiere, tambien, baja susceptibilidad a otras 
drogas. Esto lleva a la falta de efectividad de drogas antirretro- 
virales nunca antes empleadas en el paciente, reduciendo mas las 
altemativas terapeuticas para el tratamiento de rescate. 

Interaction entre las mutaciones. En el caso de genotipos comple- 
jos, la interaction de las distintas mutaciones puede llevar a una 
diminution del nivel de resistencia a otras drogas o, incluso, a una 
hipersusceptibilidad a algunos agentes terapeuticos. 

7. Genotipo/fenotipo viral 

E IMPLEMENTACION DE TRATAMIENTO 

El desarrollo e implementation de drogas inhibidoras de la entrada 
viral, a nivel de la union de la gpl20 viral y el correceptor CCR5 
(maraviroc) para el tratamiento de la infection por HIV exige ac- 
tualmente el desarrollo y uso de ensayos efectivos y sensibles que 
permitan caracterizar el tropismo del virus infectante. Como se des- 
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cribiera anteriormente, solo la replication de cepas que utilicen el 
correceptor CCR5 resulta inhibida por maraviroc, por lo tanto es 
necesario contar previamente con la information referida al tropis- 
mo viral en cada caso particular a tratar. A la fecha se encuentran 
disponibles ensayos fenotipicos (Trofile™, HIV-1 Phenoscript® 
Env) y genotipicos para detenninar tropismo viral. 

Los ensayos fenotipicos son laboriosos y costosos y consisten 
basicamente en la generation de virus quimericos en los que se 
introduce la secuencia codificante para la envoltura viral (env), y 
que son sometidos a evaluation in vitro de uso de correceptores 
en cultivos celulares. La sensibilidad alcanzada por estos ensayos 
permite la detection de variantes dentro de la poblacion viral total 
cuya frecuencia sea hasta de un 0,3% (Trofile™ES). 

Los ensayos genotipicos hacen uso de las tecnicas de secuencia- 
cion genomica para obtener information sobre la region codificante 
para envoltura y luego realizarun interpretation algoritmica (Geno- 
2pheno , PSSM, WetCat, SVM, C4.5) de la secuencia obtenida 
que permite predecir el uso de correceptores con elevada precision. 

La detection de variantes que utilicen el correceptor CXCR4 
invalida el uso de estos inhibidores. 

8. CONCLUSIONES 

Como se ha mencionado previamente, la variabilidad genetica es 
uno de los caracteres distintivos del HIV-1. En cada ciclo replica- 
tivo se generan variantes virales similares pero no identicas a las 
parentales, de las que pueden distinguirse por distintos atributos. 
Entre estas diferencias podrian encontrarse cambios en las secuen- 
cias de la PR y de la RT que podrian conducir a la disminucion 
de los efectos inhibitorios de las drogas sobre la replication viral. 
Para que estas cuasiespecies resistentes a antirretrovirales emerjan 
deben darse dos hechos criticos. Por un lado, deben existir niveles 
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suficientes de replication viral, fuente de la variabilidad del HIV-1. 
Por otro lado, debe existir una presion selectiva que favorezca a las 
variantes resistentes sobre las de cepa salvaje. Queda claro que los 
regimenes terapeuticos que no supriman la replication viral favo- 
receran la selection de variantes resistentes, segun modelos darwi- 
nianos. Asimismo, las variantes resistentes al replicar en presencia 
del inhibidor podran seguir mutando, generando diversidad y seran 
sustrato de la selection, incrementandose el grado de resistencia por 
mutaciones secundarias. 

En los casos de pobre adherencia al tratamiento, se somete 
al virus durante perlodos variables, a niveles no supresores de la 
replication pero si capaces de seleccionar variantes resistentes. 
All! se encuentra una de las principales razones por las que se 
insiste en el cumplimiento de la posologla, siendo tambien de 
gran interes el desarrollo de esquemas de dosificacion mas sen- 
cillos, con menor numero de toma diaria y limitados efectos no 
deseables. 

Efectos similares a los de la pobre adherencia podran tambien 
ser observados en caso de una absorcion incompleta del farmaco 
o en aquellos casos en que existan interacciones entre drogas que 
lleven a la falta de supresion de la replication viral en presencia de 
las drogas antirretrovirales. 

Sin embargo, no estan completamente aclaradas las consecuen- 
cias que las mutaciones asociadas a resistencia podrian tener sobre 
la capacidad replicativa del HIV-1. Por otro lado, debe tenerse en 
cuenta que el avance del conocimiento en este area (introduccion 
de nuevos farmacos, estudios de eficacia sobre combinaciones de 
drogas, conocimiento de la dinamica y evolution de las poblacio- 
nes virales, mecanismos de action, etc.) ha determinado que las 
sociedades cientificas relacionadas a este tema y las autoridades de 
salud desarrollen gulas donde se establecen recomendaciones sobre 
tratamiento y evaluation de resistencia. 
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Virologia ambiental: virus transmitidos por agua y alimentos 
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1. Agua: recurso estrategico del Siglo XXI 

En la mayoria de los palses todavfa predominan los peligros para la 
Salud Publica que guardan relation con el medio ambiente, como 
alimentos y agua insalubres, contaminacion microbiana del ambien- 
te y en general, saneamiento deficiente. El aumento de la poblacion 
y su concentration en las ciudades se han traducido en la prolife- 
ration de zonas urbanas marginales que ejercen una presion cada 
vez mayor sobre una infraestructura ya precaria, lo cual exacerba 
el deficit de viviendas y el insuficiente abastecimiento de agua po- 
table a la poblacion, ademas de dificultar la evacuation apropiada 
de aguas residuales, excretas y residuos solidos. Estas condiciones 
favorecen la alta incidencia de enfermedades diarreicas y epidemias 
como por ejemplo las de hepatitis A. 

La salud y el ambiente son los componentes principales del 
desarrollo sostenible de los pueblos. La meta "gente sana en un am- 
biente sano" requiere mas que la aplicacion de la tecnologia medica 
o incluso que el esfuerzo pleno del sector de la salud trabajando 
aisladamente. Es necesario que todos los sectores, organizaciones 
e individuos aunen esfuerzos para que el desarrollo socioeconomico 
sea humano y sostenible y constituya una base ambiental adecuada 
para la salud. Una estrategia imprescindible para alcanzar estos ob- 
jetivos es la formation de profesionales de la salud preparados para 
prevenir y controlar los problemas ambientales. 

El agua como primer recurso de supervivencia y salud debe 
gestionarse adecuadamente y es fundamental recuperar las fuentes 
de aguas contaminadas. Los estudios de rutina de calidad micro- 
biologica de agua se limitan al control bacteriologico sin tener en 
cuenta el protagonismo de los virus transmitidos por agua como 
causa de enfermedad esporadica o epidemica, la resistencia viral a 
la mayoria de los tratamientos convencionales usados en aguas para 
consumo o en aguas residuales y su persistencia en condiciones 
extremas en el medio ambiente. 

Existe consenso en la comunidad cientifica que la microbio- 
logia del agua en el tercer milenio es mucho mas que el recuento 
de coliformes fecales y otros indicadores bacterianos, que tienen 
desventajas que los hacen poco fiables para predecir contaminacion 
fecal o la ocurrencia de otros patogenos transmitidos por agua. En 
la actualidad, se debe considerar el rol de los virus para lograr el 
saneamiento del agua y la protection de la salud y en el futuro 
cercano, sera la importancia de los virus (virioplankton) en la es- 
tructura de una comunidad acuatica. La Virologia Ambiental es una 
ciencia aplicada que a traves de la detection de virus en muestras 
ambientales tiene mucho que ofrecer y proponer para la salud publi- 
ca: prevention de la transmision de enfermedades y mantenimiento 
o restauracion de la calidad del medio ambiente. 

2. Virus transmitidos por agua y alimentos 

Mas de 100 especies virales humanas y animales se han detectado en 
ambientes acuaticos. Colectivamente se los denomina virus entericos, 
ya que infectan y replican en el tracto gastrointestinal y se transmi- 
ten por via fecal oral. Pueden causar enfermedad en un hospedador 
susceptible que ingiere agua o alimentos contaminados, quien a su 
vez actuara como diseminador. Los virus de transmision hidrica son 
responsables de manifestaciones clmicas diversas, desde infecciones 
asintomaticas a gastroenteritis, conjuntivitis, cardiopatias, hepatitis, 


meningitis y encefalitis. Pertenecen a grupos taxonomicos diferen- 
tes: RNA de cadena simple: enterovirus, calicivirus, hepatitis A y E, 
astrovirus; RNA segmentado de doble cadena: rotavirus; y DNA de 
doble cadena: adenovirus. 

Enterovirus. Pueden recuperarse de orofaringe e intestino de 
individuos infectados clmica o subclmicamente. Se eliminan duran- 
te un mes o mas por heces y la contaminacion fecal oral es la causa 
usual de infection; Sin embargo, gotas o aerosoles originados por 
estornudos o tos tambien son fuente directa o indirecta de algunos 
enterovirus. Son estables en aguas naturales y residuales. 

Hepatitis A. Es extremadamente resistente a la degradation 
bajo condiciones ambientales. Se ha demostrado su recuperation de 
agua dulce y salada, aguas residuales, suelo, sedimentos marinos y 
mariscos, y puede persistir hasta seis meses en aguas subterraneas 
contaminadas con residuos cloacales. El mayor brote documentado 
por hepatitis A ocurrio en Shangai en 1988 y afecto a 300.000 per- 
sonas que consumieron almejas contaminadas. 

Hepatitis E. Es causa de enfermedad esporadica y brotes epide- 
micos en regiones con saneamiento inadecuado, mas frecuentes en 
climas calidos que templados. La mayoria de las epidemias ocurren 
por agua de bebida contaminada fecalmente y la transmision de 
persona a persona parece ser no tan frecuente, quizas por el bajo 
nivel de virus en heces, a diferencia de hepatitis A. Hay evidencias 
que indican una transmision zoonotica por ingestion de alimentos 
poco cocidos (cerdo, ciervo). 

Calicivirus. Los norovirus junto a otros calicivirus son una 
de las principales causas de gastroenteritis en adultos en todo el 
mundo. Son relativamente estables y su persistencia en agua, aguas 
residuales y suelo es similar a la de otros virus entericos como po- 
liovirus. La eliminacion de virus por heces declina luego del inicio 
de los smtomas y puede persistir de una a dos semanas. Las fuentes 
de los brotes son la contaminacion fecal de agua, alimentos, maris- 
cos, ensaladas o frutas y ocurren frecuentemente en campamentos, 
escuelas, guarderfas y cruceros. 

Rotavirus. Son la principal causa de gastroenteritis infantil. 
Se eliminan por heces hasta diez dias del inicio de los smtomas y 
los titulos pueden ser tan altos como 10 12 particulas virales/gramo 
de materia fecal. Son estables a pH acido y sobreviven meses a 
temperaturas entre 4 y 20°C. Se transmiten por agua o alimentos 
contaminados o por contacto con superficies contaminadas. 

Astrovirus. Se asocian con gastroenteritis en ninos y adultos 
jovenes, tambien afecta a mayores inmunocomprometidos. La ex- 
cretion viral puede comenzar un dfa antes de los smtomas y con- 
tinuar varios dfas despues que se ha detenido la diarrea. La via de 
transmision es fecal-oral, de persona a persona. Los brotes ocurren 
por estrecho contacto en guarderias, escuelas y geriatricos. 

Adenovirus. Los patrones epidemiologicos varian entre las 
diferentes especies y, aunque algunos causan gastroenteritis, la 
mayoria es responsable de infecciones respiratorias y oculares. 
Las infecciones asintomaticas son frecuentes e implican una pro- 
longada eliminacion viral por el tracto respiratorio e intestinal. 
Son muy estables a agentes fisico-quimicos y a condiciones extre- 
mas de pH (5 a 9,5) y temperature (4 a 36° C). Estas propiedades 
les confieren la capacidad de sobrevivir fuera de las celulas hospe- 
dadoras por largos perfodos y resistir a los tratamientos de aguas 
cloacales. Se han descrito brotes de fiebre faringe-conjuntival por 
aguas recreacionales contaminadas y, aunque no hay evidencia 
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de epidemias por contaminacion por agua de bebida o alimentos, 
se atribuye a los adenovirus un alto porcentaje de los brotes de 
origen hfdrico. 

Coronavirus, torovirus, picobirnavirus y pestivirus. Se con- 
sideran virus entericos pero no hay evidencia sobre transmision por 
agua o alimentos contaminados. 

3. Caracteristicas de los virus eiu muestras ambientales 

Cantidad. Los virus no se multiplican en el ambiente y por lo tanto 
el contenido viral solo puede mantenerse o disminuir. Potencial- 
mente, casi todos los virus se pueden encontrar en aire, suelo, agua, 
alimentos o fomites pero en muestras ambientales, a diferencia de 
las clfnicas, el numero de partfculas virales es escaso por efecto de 
la dilution o dispersion. Los virus deben ser extraidos y/o concen- 
trados de muestras tan grandes corno cientos de litros de agua, aire 

0 gramos de suelo, barros cloacales o alimentos. 

Tamano. En la naturaleza los virus tienden a asociarse a mate- 
ria organica y debido a su pequeno tamano, quedan incluidos rapi- 
damente a partfculas solidas en suspension presentes en las aguas 
ambientales. Este fenomeno los protege de factores de inactivation 
y contribuye a su viabilidad. 

Agregacion. Hay una tendencia inherente de los virus a la agre- 
gacion, fenomeno natural que se produce cuando los virus son libe- 
rados de celulas que infectan y numerosas partfculas se agrupan en 
estructuras pseudocristalinas que no se rompen espontaneamente. 
El proceso es reversible dependiendo del pH y de la salinidad del 
ambiente. Esta agregacion protege a los virus y puede ser la razon 
de su fuerte resistencia a los agentes desinfectantes o a la presion 
selectiva ambiental . 

4. Viabilidad de los virus entericos 

Las personas con infecciones entericas excretan altas concentracio- 
nes de patogenos, hasta 10" partfculas virales/gr. de materia fecal 
durante dfas, semanas e incluso meses. Los virus entericos tienden 
a ser mas persistentes en ambientes acuaticos que la mayoria de las 
bacterias entericas y su viabilidad depende de las caracteristicas ff- 
sico-qufmicas del agua asf como del tipo viral. Pueden resistir a pH 
extremos, a la action de enzimas y se recuperan de aguas residua- 
les aun despues de desinfeccion. Ejemplos: en los tratamientos de 
aguas cloacales, son termolabiles y quimiorresistentes, los rotavirus 
y la mayoria de los enterovirus; son termoestables y quimiolabiles, 
los parvovirus y hepatitis A. Otros ejemplos: hepatitis A, poliovirus 

1 y echovirus 1 pueden persistir 12 semanas a 5° C (con diferentes 
% de inactivation) en aguas subterraneas, residuales y suelos. 

Su incapacidad para reproducirse en agua o alimentos no certi- 
fica la seguridad del producto. 

5. Metodos para concentrar virus entericos 

Existen mas de treinta metodos de concentration, lo que indica que 
no hay una tecnica universal. Deben reunir los siguientes criterios: 
simplicidad, sensibilidad, alto rendimiento, que sea aplicable a dife- 
rentes tipos de virus, que el concentrado producido pueda utilizarse 
en sistemas de detection viral y del rnenor costo posible. 

Aguas. Los metodos de adsorcion - elution son los mas utili- 
zados para recuperar virus de grandes volumenes de agua; tienen 
en cuenta las caracteristicas de macromoleculas proteicas de los 
virus, es decir que actuan como coloides hidrofflicos de naturaleza 
anfoterica cuya carga electrica varfa de acuerdo al pH y a la fuerza 
ionica del ambiente. En primer termino, los virus adsorbidos sobre 
sustratos que tengan carga positiva o negativa segun el pH y lue- 
go eluidos (separados) con soluciones proteinaceas alcalinas. Las 
interacciones electrostaticas e hidrofobicas que intervienen en el 
proceso predominan a pH bajo y a pH alto, respectivamente. Los 
sustratos de adsorcion pueden ser sustancias granulares, membranas 
o filtros de cartucho. 


Aguas residuales. Es imprescindible monitorear la presencia 
de virus si los efluentes y los barros cloacales (biosolidos) de las 
plantas de tratamientos se utilizaran en agriculture con propositos 
definidos: riego, relleno y abono de suelos e incluso cuando los 
barros solamente se enterraran en escombreras. Para liberar los 
virus asociados a solidos se puede utilizar sonicacion, hidroxiex- 
traccion o agitation mecanica prolongada y luego centrifugation. 
Los sobrenadantes se pueden inocular directamente o concentrar 
por las tecnicas antes mencionadas. 

En el Laboratorio de la Catedra de Virologia de la Universidad 
Nacional de Tucuman hemos adaptado lana de vidrio como sustrato 
de adsorcion para concentrar virus de aguas ambientales. Para recu- 
perar virus de barros cloacales de la Planta de Tratamiento de Aguas 
Residuales de San Miguel de Tucuman se utilizo agitation durante 
20 h. a 4° C, centrifugation e inoculation en cultivos celulares. 

Mariscos, frutas, vegetales y otros alimentos. Todos los virus 
entericos se asocian a enfermedades transmitidas por alimentos en 
forma esporadica o de brotes epidemicos, aunque norovirus y he- 
patitis A son los mas frecuentes. Hay dos esquemas generales para 
recuperar virus: extraction - concentration y adsorcion - elution 
- concentration. El objetivo, en ambos casos, es separar los virus 
de la matriz del alimento, obtener un volumen pequeno de solution 
acuosa, libre de material citotoxico y recuperar la mayoria de los 
virus presentes para su detection por tecnicas de aislamiento en 
cultivos celulares, o moleculares. 

6. Epidemiologi'a de enfermedades virales 

TRANSMITIDAS POR AGUA Y ALIMENTOS 

Los avances en metodos epidemiologicos y de detection han co- 
locado a los virus entericos humanos en la categorfa de enferme- 
dades emergentes. Son transmitidos por via fecal-oral y, como 
consecuencia, la principal fuente de contaminacion de alimentos 
y agua es por contacto con heces humanas. Los patogenos virales 
difieren de las bacterias transmitidas por agua o alimentos: son 
inertes en el ambiente, no replican en el agua, alimentos o medio 
ambiente, son estables y resistentes a la mayoria de los metodos 
tradicionales utilizados para el control bacteriano y, ademas, tie- 
nen dosis infecciosas notablemente bajas. El rol de los virus en 
este tipo de patologias se confirma con el permanente aumento de 
citas en la bibliograffa. 

Cuando se analizan las estadfsticas de epidemias producidas por 
agua o alimentos contaminados se encuentran altos porcentajes de 
"etiologia viral", sin identificar el patogeno. La falla aparente para 
confinnar la etiologia viral se debe principalmente a: falta de meto- 
dos adecuados, renuencia de autoridades de Salud Publica a utilizar 
criterios epidemiologicos para clasificar enfermedades transmitidas 
por agua y alimentos, falta de disponibilidad de muestras ambientales 
y fallas en el reporte de enfermedades gastrointestinales leves (no son 
de notification obligatoria). Estos factores resultan en una subestima- 
cion del panorama y la importancia de la infection viral transmitida 
por alimentos. Asimismo, esta poco claro el papel de la transmision 
por alimentos contaminados como causa de enfennedad esporadica 
y la importancia del estado de portador y enfermedad secundaria des- 
pues de un brote. 

Para mejorar el conocimiento sobre la etiologia viral de brotes 
provocados por agua y alimentos contaminados y la importancia 
clfnica y economica de enfermedades debidas a estos agentes, es 
necesario intensificar la vigilancia epidemiologica, mediante la 
creation de centros de referencia basados en el numero de habitan- 
tes y que focalice la prevention de enfermedades transmitidas por 
agua o alimentos. 

El analisis de riesgo microbiano se complica por la carencia 
de datos sobre prevalencia, transmision, dosis infecciosa y com- 
portamiento de los virus en los alimentos. El empleo de datos de 
epidemiologia emergente junto con modelos epidemiologicos, ana- 
lisis estadisticos y sistemas de information geografica, se podran 
mejorar y asi suministrar un cuadro mas claro de los patrones de 
transmision. La disponibilidad de metodos de detection rapidos y 
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seguros permitira determinar prevalencia de enfermedad y conocer 
la relation de la tasa dosis-respuesta. 

7. Control de virus entericos en acua y alimentos 


) Corpus 
Editorial 


En el marco del objetivo N° 7 de los Objetivos de Desarrollo del 
Milenio de las Naciones Unidas, la meta 10 tiene como finalidad 
reducir el porcentaje de personas que carecen de acceso sostenible 
al agua potable y al saneamiento basico. Para el abastecimiento 
continuo de agua segura para consumo humano, la OMS considera 
prioritario: utilizar un recurso hldrico de la mejor calidad posible; 
proteger las fuentes y garantizar en forma permanente la desin- 
feccion del agua. Este enfoque se conoce como barrera multiple: 
selection, protection y tratamiento. 

La desinfeccion del agua de bebida por cloracion, desde su co- 
mienzo en los anos 1900, ha desempenado un papel fundamental en 
Salud Publica, especialmente en la reduction de riesgos para enfer- 
medades de transmision hidrica y, junto con la filtration resulto en 
una impactante declination de epidemias. La clave del cloro es su 
accesibilidad, su razonable costo, su alta capacidad oxidante, que 
es el mecanismo de destruction de la materia organica, y su efecto 
residual. Todo ello permite asegurar la inocuidad del agua desde 
que se capta hasta que se usa, tanto en sistemas pequenos como 
en redes de distribution extendidas. El cloro en cualquiera de sus 
formas (gaseoso o compuestos de cloro) se hidroliza en contacto 
con el agua y forma acido hipocloroso, que se disocia en iones 
hidrogenos e hipoclorito y adquiriere sus propiedades oxidantes. 
El acido hipocloroso y el ion hipoclorito estan presentes cuando el 
pH varia entre 6 y 9, por lo que la OMS recomienda para una des- 
infeccion adecuada un pH < 8. Ambas fracciones son microbicidas 
y actuan inhibiendo la actividad enzimatica de las bacterias y virus 
y produciendo su inactivation. 

Para el tratamiento del agua es necesario exponer adecuada- 
mente el desinfectante y dosificarlo suficientemente por un determi- 
nado perfodo: concentration de desinfectante final en mg/1 y tiempo 
minimo de exposition en minutos, producto que se expresa como 
TC. Para virus entericos se debe alcanzar una reduction de 4 log 
(99,99%) y la OMS para agua de bebida indica valores de 12 mg- 
min./litro 0-5°C; 8 mg-min./litro a 10° C, a pH 7- 7,5. 

Otros factores importantes en la desinfeccion son la temperatura 
(a > T° > TC) y la turbidez. Si esta es excesiva reduce la efectivi- 
dad por absorcion del cloro y protege a los microorganismos de su 
efecto oxidante. La OMS recomienda una turbiedad < 5 Unidades 
Nefelometricas de Turbidez. 

Todos los desinfectantes (excepto la luz UV) producen 
subproductos de desinfeccion (SPD) y en el caso del cloro muchos 
son cancerfgenos. Se estima que tomar agua sin desinfectar impli- 
ca que una persona corre un riesgo 1 .000 veces mayor de morir 
por una enfermedad diarreica, que morir por un cancer asociado a 


la ingesta de aguas. Estos riesgos se deben tener en cuenta, pero 
en ningun caso en detrimento de la protection contra el riesgo a 
corto plazo. 

En el caso de aguas residuales, es imprescindible tratar los efluen- 
tes si los barros cloacales originados se utilizaran en agriculture o in- 
cluso cuando los barros se enterraran en escombreras. La mayoria de 
los tratamientos convencionales de aguas residuales solo transfieren 
los virus a los barros. Actualmente, se considera apropiado un criterio 
integrado para minimizar los riesgos para la salud y el tratamiento 
de aguas residuales debe ser solo una de las medidas consideradas al 
planificar proyectos de aprovechamiento, junto con la restriction de 
cultivos, el control de la utilization de aguas residuales, el control de 
la exposition y el fomento de la higiene. 

El gran desaflo para el siglo XXI es el reuso controlado de 
aguas residuales que reducira la contamination ambiental de aguas 
subterraneas y superficiales. 

Los alimentos pueden entrar en contacto con microorganismos 
patogenos en cualquier punto de su trayectoria de la granja a la 
mesa. Las estrategias de intervention incluyen: buenas practicas 
manufactureras y agricolas (por ejemplo: calidad del agua), insta- 
laciones sanitarias adecuadas, salud e higiene de los trabajadores 
que manejan alimentos (vacunacion), education del publico (la 
mayoria de los brotes estan asociados con manipulation incorrecta 
de alimentos en la vivienda) y, especialmente, el desarrollo y la 
aplicacion de herramientas que faciliten la detection y reduction 
del riesgo microbiano. 

8. Perspectivas 

Para mejorar el conocimiento sobre la etiologia viral de enferme- 
dades por agua y alimentos contaminados, la importancia clfnica y 
economica de enfermedades debidas a estos agentes es necesario: 

• Estandarizar tecnicas de concentration y detection de virus en 
muestras ambientales. 

• Intensificar la vigilancia epidemiologica de enfermedades trans- 
mitidas por agua y alimentos. 

• Crear Laboratories de Referencia en el pais para monitorear 
virus en aguas. 

• Legislar sobre el tema, estableciendo valores estandares de vi- 
rus. 

La combination de mayor vigilancia, el desarrollo de metodos 
de detection y la exigencia de controles implicara mejorar la de- 
tection, investigation y control de los virus entericos transmitidos 
por alimentos y agua. 

Es imprescindible incorporar topicos ambientales en la inves- 
tigation y diagnostico de las infecciones virales, para contribuir al 
equilibrio entre la salud de los ecosistemas y de la poblacion que 
los habita. 
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1. INTRODUCCION 

En el proceso evolutivo, la dotation genetica de la poblacion de un 
organismo cambia a traves del tiempo, es decir, a lo largo de varias 
generaciones. 

Este cambio resulta de un proceso que se cumple en dos eta- 
pas independientes: a) la generation de heterogeneidad genetica 
(por mutation, recombination o reasociacion), y b) el enrique- 
cimiento de una determinada variante genetica dentro de la po- 
blacion (resultado de un proceso de selection o deriva genetica). 
Mientras la generation de heterogeneidad es un proceso guiado 
fundamentalmente por el azar, el enriquecimiento de una determi- 
nada variante es el resultado de la reproduction diferencial de los 
distintos genomas integrantes de la poblacion bajo determinadas 
modificaciones en el ambiente: aquellas variantes geneticas con 
mayor exito replicativo y supervivencia daran una descendencia 
mas numerosa y por lo tanto estaran sobre-representados en la 
siguiente generation. La medida de esa capacidad reproductiva se 
denomina aptitud. Este enriquecimiento puede ser tambien conse- 
cuencia de un proceso de deriva genetica en el que la frecuencia 
de las diversas variantes fluctua azarosamente. Las variantes que 
devienen mayoritarias en las nuevas poblaciones no son necesaria- 
mente las de mayor aptitud (fitness ). Los ejemplos mas frecuentes 
de este mecanismo resultan de eventos de cuello de botella (bott- 
leneck). 

Se ha asociado acertadamente a la evolucion con el estudio del 
pasado, de los orfgenes. El conocimiento del proceso evolutivo de 
una determinada poblacion viral (desde sus origenes hasta el pre- 
sente) estimula la elaboration de hipotesis respecto al porvenir. El 
analisis evolutivo tiene ademas, al correlacionar el conocimiento 
genetico molecular con sus implicancias biologicas, una importante 
transferencia hacia otras areas del conocimiento como la epidemio- 
logia (origen y description de brotes), la ecologia (virus emergentes, 
origen de virus), la patologia (prognosis de enfermedades virales). 

Desde principios de la decada de los cincuenta del siglo XX, los 
virologos observaron la importancia de los estudios evolutivos, en 
particular del analisis de la variation viral (diferentes caracterfsticas 
fenotfpicas como tamano de placa de lisis, sensibilidad a la tem- 
perature de propagation, rango de hospedadores) y su asociacion 
con virulencia y patogenia. Pero la limitada calidad y cantidad de 
information util que se tenia por entonces restringia el estudio de 
la evolucion ya que en Virologia, ademas de la ausencia de fosiles 
virales, las caracterfsticas fenotfpicas antes mencionadas tienen una 
utilidad muy limitada. 

Sin embargo, este es un tiempo promisorio para el estudio de la 
evolucion viral. Este cambio se debe al incremento significative de 
la information disponible como resultado de las continuas mejoras 
en las tecnicas moleculares (fundamentalmente secuenciamiento 
de nucleotidos) y en el desarrollo de instrumentos para el analisis 
filogenetico (bioinfo rmatica). 

2. Metodos utilizados para el 

ANALISIS DE LA EVOLUCION DE LOS VIRUS 

Los elementos mas empleados para este tipo de estudio son se- 
cuencias de nucleotidos, fragmentos de restriction y secuencias de 
aminoacidos, ya que el proceso basico de la evolucion del DNA 


consiste en cambios en la secuencia de nucleotidos a traves del 
tiempo. 

A partir de esta information se establecen las relaciones filoge- 
neticas entre individuos y su vinculacion con el proceso evolutivo 
que han seguido. El analisis filogenetico molecular ha sido aplicado 
por distintas ramas de las ciencias biologicas ya que peimite recons- 
truir historias evolutivas a partir de information contemporanea. El 
conocimiento de las conexiones evolutivas entre distintos virus ha 
permitido, por ejemplo, obtener information acerca de su origen. 
En este sentido, se ha podido establecer la existencia de un ancestro 
comun unico entre distintos individuos (origen monofiletico) y el 
tiempo estimado de divergencia desde ese ancestro. La identifica- 
tion de relaciones filogeneticas estrechas entre virus ha contribuido 
al conocimiento de la distribution geografica de cepas virales parti- 
culares. La clasificacion taxonomica de algunos microorganismos ha 
experimentado modificaciones luego de la introduction de metodos 
de filogenia molecular en el analisis. La epidemiologia tambien se vio 
beneficiada con la aplicacion de estas metodologias para el estudio 
de brotes epidemicos y rutas de transmision de agentes virales. Fi- 
nalmente, el desarrollo de vacunas tambien conto con la contribution 
del conocimiento de las relaciones filogeneticas entre distintas cepas 
virales. 

Las genealogias de los virus podran ser correctamente re- 
construidas si se utilizan para el analisis elementos homologos, 
es decir, derivados de un ancestro comun. Asi entendido, el estu- 
dio de las relaciones filogeneticas permitira reconstruir historias 
evolutivas y analizar la velocidad de evolucion viral. 

Convencionalmente, las relaciones evolutivas se describen en 
terminos de arboles filogeneticos bifurcantes. Los arboles se com- 
ponen de nodos y ramas. Los nodos pueden ser internos, represen- 
tantes de secuencias ancestrales, o externos, representantes de las 
secuencias analizadas, tambien denominadas unidades taxonomicas 
operacionales (en ingles se utiliza el acronimo OTUs). Las ramas 
muestran cuales son las relaciones entre las unidades taxonomicas. 
Si el arbol esta representado a escala (filograma) la longitud de las 
ramas horizontales es proporcional a la divergencia entre las uni- 
dades. La topologia del arbol representa su patron de ramification. 
Se puede explicitar la direction de la evolucion, imponiendole una 
raiz al arbol, que representa al posible ancestro comun a todas las 
taxas analizadas. Para un numero dado de unidades taxonomicas, la 
cantidad de topologias posibles de arboles con raiz es mucho mayor 
que los que no exhiben raiz (Figure 52.1). 

Para la reconstruction de estos arboles filogeneticos se cuenta 
actualmente con diversos metodos de filogenia molecular. Pero, de 
manera global existen ciertos pasos generales que deben seguirse 
para el analisis filogenetico del DNA. 

Primero, las secuencias deben alinearse, para permitir el analisis 
de los homologos posicionales. 

Una vez alineadas, se podra establecer la presencia o no de se- 
rial filogenetica entre ellas. Si todas las secuencias fueran identicas 
o, por el contrario, si fueran tan divergentes que pudieran haber sido 
generadas exclusivamente por azar, ningun analisis filogenetico se- 
ria pertinente. 

El tercer paso es seleccionar un metodo de inferencia de filoge- 
nia y un modelo evolutivo. 

Existen distintos metodos de inferencia, pero una primera clasi- 
ficacion permitiria diferenciarlos entre aquellos que trabajan sobre 
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Figura 52.1. Arboles filogeneticos. Representation de un 
arbol filogenetico, con sus ramas y nodos internos y exter- 
nos. Se senalan las modificaciones producidas por la impo- 
sition de una raiz (origen comun a todas las unidades taxo- 
nomicas). 


matrices de distancia y aquellos que comparan directamente los 
caracteres de las secuencias, sean estos nucleotidos o aminoacidos. 

Las matrices de distancias surgen de la comparacion de a pares 
de todas las secuencias y ponen en evidencia cuantos caracteres 
son compartidos o, por el contrario, en cuantos difieren, sobre el 
total de caracteres comparados. Es decir, estiman la similitud o la 
divergencia de las secuencias. Sobre estas matrices se aplican luego 
algoritmos de agrupamiento, que son los que generan los arboles 
filogeneticos. 

Por otra parte estan los metodos que retienen la informacion de 
los caracteres de las secuencias a traves de todo el analisis, lo que 
permite estudiar cada sustitucion de manera separada. 

Algunos de los metodos de inferencia filogenetica producen 
como resultado una unica topologla, es decir, un unico arbol. En 
cambio otros metodos, que siguen otros algoritmos para la recons- 
truction filogenetica, van evaluando distintas topologias posibles 
que vinculan a la informacion genetica de los genomas analizados. 
Para realizar esa evaluation, se adjudica un score a cada uno de los 
arboles analizados y se retienen solo aquellos arboles con mejor 
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Figura 52.2. Historia demografica de las infecciones por el virus hepatitis C (HCV). Se muestra el resultado de la apli- 
cacion de la teorla de la coalescencia al estudio de la epidemiologia del HCV. En la figura pueden observarse diferencias 
en las historias epidemicas de los distintos tipos/subtipos de HCV. Los subtipos la y 1b, que parecen haberse originado 100 
anos atras, muestran una velocidad de crecimiento mayor que la de los tipos 4 y 6, que se habrian originado hace 350 y 700 
anos, respectivamente. Esto estarla reflejando una rapida diseminacion alcanzada por los subtipos lay 1b, que contrasta 
con el largo periodo de infeccion endemica de los tipos 4 y 6. Estas observaciones reflejan tambien las diferentes formas 
de transmision que han seguido estos virus, ya que los subtipos la y 1b estan vinculados a las practicas modernas de las 
transfusiones de hemoderivados y uso de drogas inyectables, mientras que los tipos 4 y 6 estarlan asociados a rutas de 
transmision domesticas y/o sociales no muy bien caracterizadas, cuyas practicas se remontarlan a tiempos mas lejanos. 
Modificado de The Epidemic Behavior of the Hepatitis C Virus. Pybus OG. Charleston MA, Gupta S, Rambaut A, Holmes EC, 
Harvey PH. Science 2001; 292: 2323-25. 
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score. Es decir, se procede a escoger el mejor arbol entre las diver- 
sas topologfas posibles. 

El paso final es poder estimar el nivel de confiabilidad que tie- 
nen los resultados logrados. 

Hay distintos metodos para evaluar la robustez de un arbol: 
analfticos y de remuestreo. Uno de los utilizados con mayor fre- 
cuencia es el bootstrapping. Es un metodo de remuestreo que se 
basa en la generacion de nuevos conjuntos de datos a partir de los 
datos originales que trata de reproducir un mayor muestreo desde 
el universo original. 

El modelo evolutivo de coalescencia, basado en la genetica 
de poblaciones, permite reconstruir la genealogfa de una pobla- 
cion. A partir de la informacion genetica actual se reconstruyen 
los ancestros comunes entre las secuencias actuales y se continua 
la reconstruction hasta alcanzar el ancestro comun a todas las se- 
cuencias analizadas. Este modelo, al construir las genealogias tie- 
ne en cuenta la interaction entre distintas fuerzas evolutivas tales 
como los procesos mutacionales y de seleccion, recombination y 
tambien factores demograficos como el tamano y la estructuracion 
geografica de una poblacion. Los arboles filogeneticos construi- 
dos durante el procesamiento no son un fin en si mismo, sino que 
contribuyen al conocimiento de la poblacion sobre la que se haran 
otras inferencias, sobre todo de tipo demografico. La utilization 
de este modelo genera informacion fundamental para el estudio de 
la historia natural de virus de alto impacto en salud humana. En 
particular el estudio de la diversification del virus de la hepatitis 
C (HCV) ha permitido definir las caracteristicas epidemiologi- 
cas (diseminacion con caracteristicas endemicas o epidemicas de 
acuerdo a las distintas etapas) de los distintos genotipos (Figura 
52.2). 


3. El proceso evolutivo 


) Corpus 
Editorial 


Como ha sido mencionado con anterioridad, el mecanismo evo- 
lutivo es considerado a la luz de la teorfa sintetica de la evolucion 
como un proceso de dos etapas: generacion de heterogeneidad 
genomica y posterior enriquecimiento de determinados genomas 


dentro de la poblacion por seleccion o deriva genetica. Este pro- 
ceso unificador en biologia tiene para los virus caracteristicas 
particulares, relacionadas fundamentalmente con la velocidad de 
evolucion. La extraordinaria plasticidad genotfpica y fenotipica 
de las poblaciones virales es consecuencia no solo de la elevada 
capacidad de generar variantes geneticas sino tambien del elevado 
numero de individuos que componen la poblacion viral y de su 
velocidad de recambio. 

El caso del HIV (virus de inmunodeficiencia humana) es para- 
digmatico. El elevadlsimo tamano de la poblacion viral presente en 
cada individuo infectado (> 10 9 ) y el numero de individuos infecta- 
dos en el mundo (> 10 s ) pennite estimar una poblacion mundial de 
virus superior a los 10 17 genomas virales con un altisimo recambio 
diario (90%). Ademas, cada genoma viral difiere en al menos un 
nucleotido al ser comparado con cualquier otro genoma de la po- 
blacion viral. 

El modelo de cuasiespecies explica el impacto de esa elevadfsima 
oferta de variantes en el proceso de evolucion viral. Segun dicho 
modelo, una poblacion viral presente en un determinado individuo 
infectado, o aun en distintos focos de infection en un mismo organo 
(o distintos) de dicho individuo infectado, resulta de la conjuncion de 
multiples variantes geneticas que aun siendo muy parecidas entre sf 
no son iguales, ya que sus genomas presentan al menos un nucleotido 
de diferencia. Esta estructura de cuasiespecies sumada al elevado 
tamano y recambio de individuo de las poblaciones virales constitu- 
ye una formidable oferta de diversidad genomica y, por lo tanto, un 
campo sumamente propicio para la seleccion de genomas aptos para 
replicarse eficientemente (Figura 52.3). 

Se debe considerar a las poblaciones virales como un conjunto 
altamente heterogeneo de genomas. Al aplicarse una presion selecti- 
va sobre dicho conjunto, aquellos genomas con mayor aptitud seran 
seleccionados. 

Las poblaciones virales estan sujetas a presiones que dirigen su 
evolucion, pudiendose altemar periodos de rapida evolucion con 
otros de relativa estabilidad, cuando las presiones permanecen cons- 
tantes. Es un proceso de adaptation continua a nuevas situaciones 
que se estabiliza cuando el entomo no se modifica. 
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Figura 52.3. Cuasiespecies virales. Representation de los procesos de mutacion, seleccion y deriva genetica en una 
poblacion de virus con genoma RNA. Modificado de Principles of Virology, Flint, Enquist, Racaniello y Skalka. Ed.: ASM 
Press. 2004. 2da. Edition. 
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4. Los VIRUS Y SU ENTORNO. PRESIONES SELECTIVAS 

Como ha sido desarrollado en capltulos previos, los virus son pa- 
rasitos intracelulares obligados. Por ello necesitan infectar celulas, 
que forman parte de individuos, que a su vez integran poblaciones. 
Todos ellos pueden ser considerados sistemas vivos y por lo tanto 
sujetos a la evolution. Luego, podemos considerar a las poblaciones 
virales en continuo equilibrio (coevolucionando) con el resto del 
entorno. Virus y hospedadores son seleccionados mutuamente en 
un proceso permanente. 

Esta coevolucion es el producto de la necesidad de los virus y 
sus hospedadores de perpetuar su existencia. En este esfuerzo, los 
virus tratan de mantener infectados a sus hospedadores y estos, por 
el contrario, intentan evitar la infeccion o su progreso, lo que genera 
presiones sobre los virus. 

Estas presiones selectivas se ejercen a distintos niveles: de la 
celula, del individuo y de la poblacion. 

La celula es el entorno esencial en el que los virus se multipli- 
can. Deben internalizarse (adsorberse, penetrar y desnudarse) para 
luego replicarse en ella. Dcbido al caracter de parasitos intracelu- 
lares obligados y a sus limitadfsimas capacidades genomicas, los 
virus utilizan para su replication un numero mayoritario de meca- 
nismos bioqulmicos del hospedador. Las protelnas y los genomas 
virales deben ser reconocidos por las moleculas del hospedador y de 
esta necesidad de reconocimiento surge la selection que las celulas 
ejercen sobre los virus que las infectan. 

Pero las celulas forman parte de individuos y estos, a su vez, 
han desarrollado evolutivamente mecanismos cuyos objetivos son 
evitar la infeccion. El sistema inmune constituye, a nivel del indi- 
viduo, el mayor obstaculo (presion) y los virus, en su necesidad de 
persistir, deben evolucionar (adaptarse) continuamente para evadir 
dicha presion. Para ello han desarrollado una diversidad de meca- 
nismos tales como la variation antigenica que impide el reconoci- 
miento de los efectores de la respuesta inmune humoral y celular, la 
modulation de moleculas que participan del reconocimiento celular 
-disminucion de sintesis de CMH (complejo mayor de histocom- 
patibilidad), de LFA (antigeno asociado a la funcion leucocitaria), 
de ICAM (moleculas de adhesion), etc.- y la interaction directa 
con las celulas del sistema inmune (como ejemplo, la infeccion de 
linfocitos CD4 + por HIV). 

Finalmente, la infeccion y persistencia viral en una poblacion 
de hospedadores tambien imponen presiones a los virus. Para la 
infeccion continua de una poblacion los virus deberan contar con 
un determinado numero de hospedadores susceptibles y tambien 
con mecanismos apropiados para una eficiente transmision. Una 
estrategia que utilizan los virus para contrarrestar ambos tipos de 
obstaculos es la de disminuir su virulencia para lograr una infeccion 
mas prolongada de sus hospedadores. De esta manera, el evento de 
transmision hacia hospedadores susceptibles tendra mayores opor- 
tunidades de ocurrencia. 

5. Respuesta de los virus a las presiones del entorno 

Los virus, especialmente aquellos con genoma RNA, evolucionan 
muy rapidamente, tanto que en ocasiones el proceso evolutivo 
puede ser estudiado mientras este ocurre. La inusual velocidad 
evolutiva que manifiestan representa una maxima capacidad de 
adaptation y, como ha sido anteriormente mencionado, esta ba- 
sada en la heterogeneidad y el tarnano de las poblaciones virales 
asociado al tiempo de generation y al caracter exponencial de su 
replication. 

El hecho central del proceso evolutivo viral es la practicamente 
infinita oferta de variantes (heterogeneidad de la poblacion) que 
se presenta como sujeto de selection. Esas variantes estaran en 
equilibrio mientras el entorno sea estable, pero si este se modifica, 
aquellas con mayor aptitud para esta nueva situation estaran mas 
representadas en las proximas generaciones. Esto le permite al virus 
adaptarse a diferentes presiones del entorno con una plasticidad que 
ningun otro microorganismo es capaz de exhibir. 


6. Ceneracion de heteroceneidad viral 

La heterogeneidad de las poblaciones virales resulta fundamental- 
mente de los procesos de mutation, recombination o reasociacion. 

6.1. MuTACldN 

El proceso de mutation es particularmente relevante para los virus 
cuyos genomas son RNA y para los miembros de la familia Hepad- 
naviridae. En todos ellos, la polimerizacion del genoma se lleva a 
cabo por RNA polimerasas-RNA dependientes o DNA polimerasas- 
RNA dependientes (transcriptasas inversas) que no poseen sistemas 
de edition. Por lo tanto, los errores que se cometen durante el pro- 
ceso de polimerizacion no se corrigen posteriormente. La velocidad 
de mutation de los virus con genoma RNA cuyos tamanos oscilan 
entre 3 x 10 3 y3x 10 4 nucleotidos es de 10' 3 a 10‘ 5 sustituciones/ 
nucleotido, mientras que para el DNA genomico del hospedador es 
del orden 10‘ 10 a 10‘ u sustituciones/nucleotido con tamanos geno- 
micos de aproximadamente 3 x 10 9 pares de bases. 

Imagine el lector una poblacion viral altamente heterogenea en 
su capacidad de ser neutralizada por anticuerpos especificos. Si la 
poblacion es sometida a una fuerte presion selectiva por la presen- 
cia de estos anticuerpos, esta presion actuara seleccionando aquellas 
variantes partial o totalmente resistentes a dichos anticuerpos. Estas 
variantes tendran una ventaja comparativa y se estableceran como 
mayoritarias dentro de la poblacion. 

Son ejemplos importantes de este proceso de selection, los 
virus resistentes a la protection generada por vacunacion, los re- 
sistentes a drogas antivirales, y los capaces de replicarse en hospe- 
dadores no habituales. 

Quizas el ejemplo mas claro del proceso de selection conti- 
nua de virus capaces de evadir la presion inmune lo constituye el 
virus de la influenza tipo A cuyo genoma esta compuesto por ocho 
fragmentos que codifican para proteinas con diversas funciones. 
Este virus es altamente variable y su heterogeneidad poblacional se 
genera tanto por mutation (cambio menor o drift ) como por reaso- 
ciacion de sus fragmentos genomicos (cambio mayor o shift) siendo 
relevantes ambos mecanismos. En la poblacion de hospedadores 
humanos se mantiene de manera constante un nivel de anticuer- 
pos contra el virus adquirido, ya sea por infeccion previa o por 
vacunacion. Aun asl, la infeccion con el virus puede ocurrir porque 
variantes geneticas minoritarias tienen la habilidad de replicarse 
total o parcialmente en presencia de esos anticuerpos, quizas de- 
bido a que el reconocimiento antigenico es de menor afinidad. Se 
seleccionan as! las variantes resistentes a la neutralization (mayor 
aptitud) frente a las que los hospedadores, aunque parcialmente 
imnunizados, son susceptibles. Este mecanismo explica la continua 
microevolucion del virus de la influenza en la naturaleza y justifica 
la necesidad de actualization permanente de las cepas vacunales. 

Un mecanismo similar es aplicable a la selection de variantes 
resistentes a antivirales. Dada la inmensa cantidad de variantes vi- 
rales presentes en el momento de la administration del antiviral, 
la probabilidad de que alguna de ellas sea capaz de replicarse aun 
en presencia de la droga es muy elevada. En esa instancia, esa va- 
riante particular tendra una clara ventaja comparativa, sera selec- 
cionada y devendra mayoritaria, generandose un nuevo equilibrio 
en el que las variantes mayoritarias seran resistentes al antiviral. 
Este hecho justifica la utilization de terapias combinadas de dos o 
mas farmacos antivirales con blancos de action diferentes. En este 
caso, la probabilidad de la presencia de variantes resistentes o de 
su generation durante el tratamiento disminuye significativamente 
ya que deben ocurrir mutaciones simultaneas en distintas regiones 
genomicas. 

Es importante tener presente que la aptitud se define para cada 
situation en particular en la que las variantes de mayor aptitud son 
las mas abundantes. Cuando esa situation se modifica (por presion 
inmunologica, presencia de antivirales, etc.), las variantes selec- 
cionadas (resistentes) tienen una nueva aptitud que es maxima para 
esta nueva situation pero que es menor para la situation anterior 
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(ausencia de presion). Es por esta razon que cuando se retira la 
presion la variante resistente no presenta la mayor aptitud para esas 
condiciones y, por lo tanto, en muchas ocasiones se recupera el 
fenotipo sensible. 

6.2. Reasociacion en genomas fragmentados 

El mecanismo de reasociacion genetica puede producirse entre 
distintas cepas o aislamientos de un virus con genoma fragmen- 
tado que coinfecten una misma celula. El proceso consiste en el 
intercambio de fragmentos geneticos entre los distintos virus y de- 
viene en la generation de individuos con una dotacion genetica 
considerablemente diferente respecto a la de los vims parentales. Es 
responsable, al igual que el proceso de recombinacion de eventos 
macro evolutivos siendo paradigmatico el ejemplo de las pandemias 
de influenza. Los mecanismos por los que se han generado los vi- 
rus de la influenza causantes de las pandemias son diferentes a los 
descritos en el punto anterior. Los virus de influenza se caracteri- 
zan por sus glicoproteinas de superficie NA (neuraminidasa) y HA 
(hemaglutinina). Se han descrito 15 subtipos de HA y 9 subtipos de 
NA; los distintos subtipos difieren en el 30% o mas de sus secuen- 
cias de aminoacidos. En cada pandemia se identificaron virus con 
nuevas combinaciones de HA y NA. Por ejemplo, la pandemia de 
1918 file causada por virus que exhibian H1N1; la de 1957, H2N2; 
la de 1968, H1N2 y la de 1977 (una reintroduction de una cepa) 
H1N1 (Figura 52.4). 

Muchos de estos dramaticos cambios mayores de HA y NA son 
el resultado de la reasociacion de los fragmentos genomicos entre 
virus influenza de mamiferos con otros de origen aviar. Para que la 
reasociacion (al igual que la recombinacion) tenga lugar debe produ- 


cirse una coinfeccion por dos virus: uno con capacidad de replicarse 
en humanos y otro en aves. Una observation importante es que tan- 
to los virus humanos como los aviares se replican efectivamente en 
porcinos, por lo tanto, estos animales podrfan ser hospedadores no 
selectivos adecuados para ser coinfectados y permitir la reasociacion. 
Cuando de la reasociacion se generen vims donde al menos la HA sea 
de origen aviar (no seran reconocidos por el sistema inmunologico 
humano) y el resto de la dotacion genetica confiera capacidad para 
replicarse en humanos, este reasociante viral sera totalmente nuevo 
(emergente) para la poblacion humana mundial. Entonces, todos los 
seres humanos devendran en susceptibles ya que estos vims no seran 
reconocidos por el sistema inmunologico. En el sudeste asiatico se 
han originado diversas pandemias (por ejemplo en 1957 y 1968). 
Cabe destacar que alii el contacto cotidiano de aves domesticas y 
porcinos con densas poblaciones humanas es frecuente. Es decir, que 
alii se reunen todos los elementos necesarios para que la coinfeccion 
ocurra. 

6.3. Recombinacion 

Los eventos de recombinacion pueden ocurrir tanto entre geno- 
mas virales como entre genomas virales y el de sus hospedado- 
res, permitiendo en este ultimo caso la incorporation de funciones 
celulares (proteasas, helicasas, interleuquinas, oncogenes, etc.). El 
proceso de recombinacion viral es de gran signification y entre sus 
evidencias mas tiaras se pueden mencionar la llamada evolucion 
modular con la conformation de superfamilias y tambien la im- 
portante presencia de genes de origen celular en el genoma viral 
(herpesvirus con aproximadamente el 50% del genoma de origen 
celular, otros oncogenes). 



HINI H2N2 H3N? 


Figura 52.4. Evolucion del virus de influenza A humana. Se describe la aparicion y transmision del virus de influenza A 
humana desde 1889 hasta 1977, si bien la information genetica viral mas detallada se posee solo a partir de 1918. En la 
parte inferior de la figura se senala (con distintos colores) el origen aviar de virus que reasociaron con virus humanos o que 
se transmitieron de manera directa al hombre. El numero junto a las flechas ascendentes indica cuantos segmentos vira- 
les fueron transmitidos desde las aves. Modificado de Principles of Virology, Flint, Enquist, Racaniello y Skalka. Ed.: ASM 
Press. 2004. 2da Edition. 
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El analisis de las secuencias de nucleotidos de la mayorla de 
los RNA virus con polaridad positiva (+) y negativa (-) revela cla- 
ramente la existencia de supetfamilias que se definen segun su es- 
tructura genomica (ordenamiento de genes homologos) y de sus 
estrategias replicativas. 

Los RNA virus (+) codifican para 3 a 12 protelnas que cumplen 
tres tipos de funciones: replicacion del RNA, encapsidacion y fun- 
ciones accesorias. El analisis filogenetico de las secuencias de sus 
polimerasas sugiere un origen monofiletico y permite agruparlos en 
tres superfamilias. Ademas, cada superfamilia contiene miembros 
que infectan una amplia variedad de plantas, animales o bacterias, 
lo que sugiere que el gen de la RNA polimerasa primordial podria 
provenir de un ancestro presente aun antes de la separation de los 
reinos. Alternativamente, el virus ancestral podria haberse irradiado 
de forma horizontal entre plantas, animales y bacterias. Del analisis 
filogenetico de proteinas accesorias de la polimerizacion del RNA 
viral (proteasas, helicasas) surgieron arboles que no pudieron su- 
perponerse a los generados con la polimerasa. En otros terminos, 
el origen de estos genes accesorios es distinto al del gen primordial 
(polimerasa). La hipotesis mas aceptada sostiene que los virus ha- 
brian incorporado dichos genes de sus celulas hospedadoras de for- 
ma tal que miembros de una superfamilia (clasificados de acuerdo 
con la filogenia de su polimerasa) podrlan haber incorporado estos 
genes desde distintos hospedadores, en distintos tiempos e historias 
evolutivas. 

Al estudiar las relaciones filogeneticas entre virus con geno- 
ma a DNA se observan caracteristicas diferentes. 

En los casos en los que es aplicable un reloj molecular (acu- 
mulacion lineal de mutaciones sobre el genoma con una velocidad 
constante) es posible poner a la evolucion del genoma viral en una 
escala temporal y relacionarla con la establecida para el hospedador. 

Ha sido demostrado que para la mayoria de los herpesvirus, los 
puntos de divergencia filogenetica coinciden con los de los hos- 
pedadores vertebrados. Esto puede ser visualizado por la super- 
position de los arboles filogeneticos de virus y hospedadores. Se 
asume que los primitivos herpesvirus infectaron a un progenitor 
muy anciano y luego evolucionaron por coespeciacion con sus hos- 
pedadores. Conociendo el tiempo de divergencia de los hospedado- 
res sobre la base de estudios clasicos sobre fosiles y considerando 
un reloj molecular constante puede asumirse que los tres grupos 
mayores de los herpesvirus (alfa, beta y gama) se originaron hace 
aproximadamente 180 a 220 x 10 6 anos. 

7. Limitaciones del proceso evolutivo viral 

Las posibilidades de variacion de los genomas virales son inmen- 
sas y, sin embargo, es posible reconocer y agrupar con certeza a 
los virus en entidades definidas. El nivel de heterogeneidad de las 
poblaciones virales tiene un limite cuyo sobrepaso resulta incom- 
patible con la viabilidad viral (error catastrofe). Las poblaciones 
virales (para virus con genoma a RNA) tienden a aumentar su hete- 
rogeneidad hasta alcanzar dicho limite. De esta forma alcanzan un 
equilibrio cuando la diversidad de genomas es la mayor compatible 
con su viabilidad y, de esta forma, la oferta de variantes que puedan 
ser seleccionadas (y por lo tanto su capacidad de adaptation) es 
maxima. Actualmente se analiza el desarrollo de antivirales sobre la 
base de compuestos capaces de llevar mas alia del error catastrofe a 
las poblaciones virales procurando asi su eliminacion del individuo. 

Por otra parte, los herpesvirus, hepadnavirus, retrovirus o los 
virus de la influenza se reconocen como tales a pesar de su hetero- 
geneidad genetica y de su velocidad de mutation. 

Sucede que, con independencia de su diversidad (necesaria para 
su sobrevida) los virus comparten caracteristicas que los definen. 
Por lo tanto, existen limitaciones para la variacion que se vinculan 
con el mantenimiento de la identidad de los virus. 

Una de las propiedades fundamentales que caracteriza a los 
virus es su estructura. El genoma esta incluido en partlculas en- 
sambladas de acuerdo con patrones de simetrla definida. Cuando 
la simetrla de la capside se fija evolutivamente, el tamano del ge- 


noma tambien queda determinado. Esto explica la dificultad para 
incorporar nuevas funciones o para duplicar genes y la estupenda 
utilization que los virus hacen de sus genomas (distintos marcos de 
lectura, corte y empalme [splicing] alternativos, senales comunes 
que regulan la expresion de distintos genes). 

Otra de las limitaciones para el cambio se vincula con los pro- 
cesos de multiplication viral. Tanto la decodificacion como la repli- 
cacion de los genomas virales tienen mecanismos que estan estre- 
chamente relacionados con la maquinaria de la celula hospedadora. 
Cambios ocasionales en los acidos nucleicos virales (en regiones 
que interactuan con elementos celulares) requieren cambios com- 
pensatorios en la celula hospedadora, un evento poco probable si se 
considera su muy baja velocidad de evolucion. 

Finalmente, el nivel de virulencia del virus relacionado con la 
posibilidad de perpetuarse tambien constituye limitaciones para su 
evolucion. Cuando un virus es tan letal como para exterminar a su 
hospedador, el resultado es equivalente a haber perdido su capaci- 
dad de replicacion. Desde la perspectiva del hospedador, los virus 
pueden ser fuerzas selectivas de gran impacto. 

8. COEVOLUCION HOSPEDADOR-PARASITO 

Como se ha descrito previamente, nuestra relacion con los virus 
debe analizarse considerando a la interaccion virus-hospedador 
como un equilibrio delicado entre la evolucion del virus (en par- 
ticular su variacion genetica) y la evolucion del hospedador (el 
ser humano y su respuesta inmune a nivel individual y aspectos 
socioculturales a nivel poblacional). Esta coevolucion es inter- 
dependiente y por lo tanto afecta de modo significativo el futuro 
del hospedador. En la competencia parasito-hospedador, los vi- 
rus poseen una capacidad adaptativa mucho mayor que la de sus 
hospedadores. Pero muy rara vez estas ventajas conducen a la 
desaparicion de sus hospedadores, ya que, como se expreso antes, 
en pos de su propia perpetuation a los virus les resultara benefi- 
ciosa la sobrevida de sus hospedadores. Historicamente, cuando 
la interaccion patogeno-hospedador es muy severa el resultado 
es la eliminacion de ambas especies. Pero, en cambio, el proceso 
que habitualmente ocurre es el de coadaptacion, que se evidencia 
a traves de una mayor resistencia del hospedador a la infection 
viral y de una menor virulencia del virus. 

El entendimiento de esta coevolucion, no solo desde el punto 
de vista individual (virus-hospedador) sino tambien poblacional 
(virus-hospedador-entomo) es fundamental porque esta en la base 
del problema de la emergencia. Los virus (o las infecciones) emer- 
gentes son los que han aparecido repentinamente y van incremen- 
tando su incidencia. La fuente de los nuevos virus incluye tanto a 
nuevas variantes virales (hasta ese momenta no descritas) como 
a virus conocidos que fueron capaces de infectar nuevas especies 
hospedadoras o nuevas poblaciones. Modificaciones de las condi- 
ciones de la relacion virus-hospedador desarticulan el equilibrio 
existente y generan un nuevo estado de equilibrio. La emergencia 
de las enfermedades infecciosas es producto de este nuevo equi- 
librio. El caso de la emergencia del HIV puede ejemplificar esta 
hipotesis, detallandose a continuation lo ocurrido con HIV-2. El 
virus SIV (virus de la inmunodeficiencia simiana) estuvo en equi- 
librio con su reservorio, el Sooty mangabey. En alguna instancia, 
este virus fue capaz de infectar a un humano. Este evento es muy 
probable porque estos simios son mascotas de los habitantes de 
la costa oeste de Africa donde se asume se origino esta epide- 
mia. Se crea entonces un nuevo equilibrio ahora entre un virus 
de origen simiano (SIV) adaptado al humano (HIV-2) y un nuevo 
hospedador (humano). Habitualmente, los virus son atenuados, 
no patogenos, en sus reservorios naturales pero cuando saltan de 
especie, el resultado es la generation de algun tipo de patologia 
(virus emergente, HIV-2 y enfermedad emergente (sindrome de 
inmunodeficiencia adquirida, SIDA). Sin embargo, este evento 
no aparece como emergente hasta que no se modifiquen aspectos 
sanitarios (incremento en la factibilidad de contactos enfermo por- 
tador-individuo susceptible por instrumentation medico-sanitaria, 
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vacunaciones, transfusiones) y/o culturales (densidad de pobla- 
cion por migraciones, drogadiccion, sexualidad) que hagan a la 
enfermedad relevante (emergente) para la Salud Publica mundial. 

9. Origen de los virus: teori'as 
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El conocimiento del origen de los virus presenta aspectos contro- 
versiales y, por lo tanto, existen diversas hipotesis que tratan de 
explicarlo. 

La idea de que los virus son entidades que devienen de los 
tiempos primordiales de un mundo de RNA es mas facil de ser asi- 
milada para los virus con genoma RNA. Los arboles filogeneticos 
construidos a partir de las RNA polimerasas-RNA dependientes de 
los diferentes virus con este tipo de genoma muestran un origen 
monofiletico, sosteniendo por lo tanto su origen comun. 

La transicion que acoplarla al DNA con el RNApreexistente 
estarfa representada por los retrovirus (con transcriptasas reversas 
o tambien denominadas transcriptasas inversas). En esta teoria se 
especula con la aparicion de los DNA virus corno derivados de los 
RNA, aunque otras visiones consideran que los DNA virus podrian 
haberse originado independientemente. 

La existencia de virus infectando individuos de los distintos 
reinos de la naturaleza, con caracteristicas comunes entre si a pesar 
de los distintos hospedadores, impulso la hipotesis de la aparicion 
de los virus en la epoca del ultimo ancestro celular universal (que 
habrla sido el punto de partida de las formas celulares existentes). 

Existen tres teorlas que tratan de explicar el origen de los virus 
considerando su aparicion en los tiempos del ultimo ancestro celu- 
lar universal. 

1) La primera de ellas sostiene que los virus son reliquias de for- 
mas de vida precelulares. La principal oposicion que esta teoria 
genera esta vinculada con la naturaleza de los virus, que son 
parasitos intracelulares obligados, requiriendo por lo tanto de 
un medio celular en el que puedan reproducirse. 

2) Existe una segunda hipotesis que visualiza a los virus como 
elementos del genoma de la celula que se escaparon del entomo 
celular y adquirieron capacidades infectivas propias. Debido a 
la evolucion separada que siguieron estos virus primordiales 
y las celulas (que difieren significativamente de lo que puede 
haber sido el ultimo ancestro celular universal ) podemos obser- 


var hoy, por ejemplo, una falta de conexion filogenetica entre 
proteinas celulares y virales. 

3) La tercera explicacion del origen de los virus considera 
que estos pudieron surgir por la perdida de elementos y 
funciones celulares, es decir, por la reduccion desde un 
organismo celular. Pero para su perpetuacion requeririan 
de la infeccion de un organismo con sus capacidades com- 
pletas, convirtiendose entonces en parasitos. 

Para el analisis de cualquiera de estas teorias no debe per- 
derse la nocion de que estos procesos ocurrieron en un entorno 
completamente diferente al actual, donde las caracteristicas del 
medio ambiente y de los organismos celulares diferian signi- 
ficativamente de las actuales, lo que hace muy diffcil que esos 
eventos puedan ser reproducidos hoy. 

lO. CONCLUSIONES FINALES 

Se ha asociado acertadamente a la evolucion con el estudio del 
pasado, de los origenes. El conocimiento del proceso evolutivo 
de una determinada poblacion viral (desde sus origenes hasta 
el presente) estimula la elaboracion de hipotesis respecto del 
porvenir. 

El estudio de la evolucion viral se ha potenciado debido al in- 
cremento significativo de la information disponible como resultado 
de las continuas mejoras en las tecnicas moleculares (fundamental- 
mente secuenciamiento de nucleotidos) y en el desarrollo de instru- 
mentos para el analisis filogenetico (bioinformatica). 

El proceso evolutivo tiene para los virus caracteristicas particu- 
lares relacionadas con la velocidad de evolucion. La extraordinaria 
plasticidad genotipica y fenotipica de las poblaciones virales es 
consecuencia no solo de la elevada capacidad de generar varia- 
ciones geneticas sino tambien y sobre todo del elevado numero de 
individuos que componen la poblacion viral y de su velocidad de 
recambio. 

El analisis evolutivo tiene, ademas, al correlacionar el cono- 
cimiento genetico molecular con sus implicancias biologicas, una 
importante transferencia hacia otras areas del conocimiento como 
la epidemiologia (origen y description de brotes), la ecologla (virus 
emergentes, origen de virus) y la patologia (prognosis de enferme- 
dades virales). 
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El virus sincicial respiratorio (Respiratory Syncytial Virus -RSV) es 
la principal causa de infeccion aguda del tracto respiratorio inferior 
en ninos, tanto en paises desarrollados como en vias de desarrollo. 
Dado que la respuesta inmune producida por la infeccion no con- 
fiere protection duradera, las reinfecciones son frecuentes a lo largo 
de la vida. La variation antigenica puede desempenar un papel im- 
portante en la capacidad del virus de evadir a la respuesta inmune. 

Los primeros estudios con anticuerpos monoclonales permitie- 
ron identificar dos grupos antigenicos, Ay B. Las principales dife- 
rencias se hallaron en la glicoproteina G, una de las tres proteinas 
de la envoltura viral. La variabilidad de la proteina G se localiza en 
el ectodominio que contiene dos regiones hipervariables, separadas 
por una portion altamente conservada en todos los aislamientos de 
RSV. 

Otros estudios demostraron las bases geneticas de dichas va- 
riaciones, como los ensayos de digestion con RNAsa A de hete- 
rohibridos, el analisis de fragmentos de restriction en productos 
de RT-PCR y la determination de la secuencia nucleotidica. Estos 
estudios confirmaron aquellos primeros hallazgos y demostraron 
la existencia de diferentes linajes dentro de los grupos A y B del 
RSV. Se observo la cocirculacion de ambos grupos con prevalencia 


altemativa de uno de ellos durante periodos consecutivos, aunque 
el grupo A predomino en la mayorfa de las epidemias. 

Con el objetivo de conocer la epidemiologia molecular del RSV 
en nuestro pais, se estudiaron 603 muestras de ninos menores de 5 
anos con infeccion respiratoria aguda del tracto inferior atendidos 
en hospitales de Buenos Aires (1995-2001). El RSV fue el patogeno 
responsable del 30,2% de esas infecciones. La frecuencia de RSV 
vario durante el periodo estudiado del 13,2 al 40% y fue notoria- 
mente mayor durante los meses mas frios del ano. Los grupos Ay 
B de RSV cocircularon durante la mayorfa de las epidemias, con 
predominio del grupo A. 

Sobre 129 cepas de RSV aisladas se realizo la caracterizacion 
antigenica mediante un ELISA con 14 anticuerpos monoclonales 
dirigidos contra la glicoproteina G y 2 anticuerpos monoclonales 
contra la proteina F. De las 129 cepas analizadas, el 74,4% pertene- 
cio al grupo Ay el 25,6% al B. Dentro del grupo A se observaron 
17 patrones antigenicos diferentes: ninguno predomino durante los 
7 anos de estudio; algunos aparecieron ciclicamente y otros solo 
durante uno o dos anos, siendo luego reemplazados por nuevos pa- 
trones. Los anticuerpos monoclonales empleados no evidenciaron 
patrones antigenicos diferentes para las cepas del grupo B. 




Figura 53.1. Arboles filogeneticos de cepas de RSV de grupos A (A) y B (B). Las cepas prototipo A/Long y B/CH18537 
se incluyeron en el analisis, asi como cepas representantes de genotipos previamente descriptos. Las cepas BAse muestran 
en negrita. Galiano M. y col. J. Clin Microbiol, 2005. 
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Figura 53.2. Correlacion entre patrones antigenicos y genotipos de cepas de RSV grupo A. Los patrones antigenicos 
se definieron por la combinacion de las reactividades de 8 anticuerpos monoclonales dirigidos contra las porciones variables 
de la glicoproteina G. Galiano M. y col. J. Med Virol, 2005. Tesis de Doctorado, Facultad de Medicina, UBA, 2003. Realizado 
en el Laboratorio de Virologla, CEMIC. 


A partir de la caracterizacion antigenica se seleccionaron 
57 virus de ambos grupos para su secuenciacion. El fragmento 
secuenciado comprendio los ultimos 360 nucleotidos del extre- 
me) 3’ del gen de la proteina G. La clasificacion en genotipos 
se realizo por comparacion con otros vims ya genotipificados, 
provenientes de diferentes sitios geograficos y obtenidos del 
GenBank. 

Los arboles fllogeneticos realizados con los virus aislados en 
Buenos Aires (BA) mostraron que 37 cepas BA del grupo A se 
agruparon en 5 genotipos (GA1, GA2, GA3, GA5 y GA7). Los 
genotipos que agruparon la mayor cantidad de virus BA fueron 
GA2 y GA5. Veinte cepas BA del grupo B se agruparon en 3 
genotipos (GB3, GB4 y SAB3). El genotipo GB3 comprendio 
14 de dichas cepas (70%) (Figura 53.1). 

La identidad a nivel nucleotidico para el grupo A fue de 93,3% 
y para el grupo B de 96,4% mientras que a nivel aminoacidico para 
el grupo A fue de 86,9% y para B de 93,4%. Estos datos indican que 
la identidad a nivel aminoacidico fue menor que a nivel nucleoti- 
dico y que las cepas BA del grupo A presentan mayor variabilidad 
entre s( que las del grupo B, tanto en su secuencia de nucleotidos 
como en la secuencia de aminoacidos deducida. 


La correlacion entre los genotipos y patrones antigenicos de 
los vims del gmpo A mostro un alto grado de especificidad geno- 
tipo-patron antigenico, ya que la mayorfa de los patrones antige- 
nicos asociados con un genotipo no se asociaron con otro (Figura 
53.2). 

El analisis de la secuencia de aminoacidos deducida de las ce- 
pas BA de ambos gmpos mostro que los cambios principals halla- 
dos fueron: a) sustituciones de aminoacidos, en algunos casos geno- 
tipo-especificas; b) diferentes longitudes de la proteina G, debidos 
al uso alternative de codones de terminacion o a duplicaciones de 
nucleotidos en el gen G que se tradujeron en inserciones de ami- 
noacidos. Los cambios en los codones de terminacion produjeron 
proteinas G de 297 6 298 aminoacidos en las cepas del grupo A, 
mientras que en las del gmpo B dichos cambios produjeron pro- 
teinas de 292, 295 6 299 aminoacidos. Dichos cambios fueron en 
algunos casos genotipo-especificos. 

Las inserciones de aminoacidos en la proteina G se detectaron 
solo en algunas cepas del gmpo B. Tres vims aislados en 1999 
mostraron una proteina de 315 aminoacidos como consecuencia de 
la duplicacion de 60 nucleotidos en el gen G. Dicha duplicacion se 
confirmo con nuevas secuencias y mediante estudios de inmunoblot 
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Figura 53.3. Arbol filogenetico de la secuencia de la proteina G del RSV grupo B. Las secuencias marcadas con dia- 
mantes corresponden a virus con la duplicacion de 60 nucleotidos aisladas en Quebec (QUE), Sapporo (SAP), Kenia (KEN), 
Niigata (NG), Buenos Aires (BA) y Belgica (BE). La cepa prototipo del grupo B/CH18537 y las cepas representantes de los 
genotipos descritos previamente se incluyeron en el analisis. Trento A. y col. J. Gen Virol, 2003. 


y se observo que efectivamente tal duplicacion se tradujo en la in- 
sertion de 20 nuevos aminoacidos en la proteina. 

Otro estudio realizado sobre 19 393 muestras respiratorias de 
ninos menores de 2 anos obtenidas en el Hospital "Ricardo Gutie- 
rrez" (1999-2004) determino que el 37% de las muestras fueron 
positivas para RSV por inmunofluorescencia. De las 353 cepas de 
RSV seleccionadas para su caracterizacion por RT-PCR, 65,7% se 
clasificaron en el grupo Ay 43,3% en grupo B. Dc las cepas del 
grupo A, se seleccionaron 78 que fueron caracterizadas por enzimas 
de restriction y secuenciacion. Se observaron 2 patrones principales 
de restriction, PA1 y PA2, que agruparon el 44,9% y el 35,9%, res- 
pectivamente de las cepas estudiadas, y 2 genotipos, GA2 y GA5 
que cocircularon en Buenos Aires durante el penodo estudiado, con 
ligero predominio de este ultimo. 


En el ano 2003, Trento A. y col. realizaron un estudio filoge- 
netico de RSV grupo B con la duplicacion de 60 nucleotidos men- 
cionada anteriormente, incluyendo virus aislados en Argentina y 
en otros paises en fechas posteriores a los tres virus reportados en 
Buenos Aires en 1999. Tomando ventaja del marcador natural que 
representa esta duplicacion, se reevaluo en una forma sin preceden- 
tes la evolution del RSV durante la propagation en su hospedador 
natural. 

Las Figuras 53.3 y 53.4 representan un claro ejemplo de la 
historia natural del RSV durante 6 anos consecutivos. Un nuevo 
genotipo, denominado BA, en referenda a los tres primeros vi- 
rus reportados, agrupa exclusivamente a todas las secuencias de 
la proteina G, que presentaron la duplicacion de 60 nucleotidos, lo 
que demuestra, ademas, un ancestro comun para estos virus, pro- 


742 


VIROLOGIA MEDICA / Guadalupe Carballal - Jose Oubina 


| BA-IV xxr - .to 
| BA -VI xu- ») 

UK / 

_ Quefrc 

O 




BA -4 t*M XXi 

BA -41 3 »| . «M 
BA4V IW, 3001* TOCO 
BA -VI xoi - :om 


I BA -I toco 
BA-V 2000 • 2001 2000 
I BA -VI XO2 20M 


Sapporo andN'jfpta 


mfm 

O 


jr\ BA-CV 2003 
Konyo 


SsoPabto 

O 

BUOAOOAifM 

N BA -4 itM.xo; 

BA-M 2002 200) 

BA -III X»- 3004 

BA-IVxo* 


Figura 53.4. Distribucion geografica del genotipo BA. Se indican los sitios en donde se han reportado secuencias de la 
proteina G del RSV con la duplicacion de 60 nucleotidos, la rama a la que corresponden y el ano de aislamiento. Trento A. 
y col. J. Virol, 2006 


bablemente originado entre 1998 y 1999. Entre junio y agosto del 
ano 1999 se aislaron los primeros virus con duplicacion en Buenos 
Aires (rama BA-I); en diciembre del mismo ano se aislo otro vi- 
rus de la misma rama en Belgica, por lo que los virus de la rama 
BA-I cruzaron el Atlantico en un perlodo de pocos meses. En anos 
posteriores, virus que acumularon un numero limitado de cambios 
en el segmento duplicado circularon en pafses muy distantes, apor- 
tando una directa evidencia de la rapida diseminacion del RSV y la 
generacion de variabilidad genetica. No se conocen las rutas segui- 
das por el RSV para alcanzar los diferentes sitios geograficos, pero 
podrian ejercer un efecto cuello de botella, contribuyendo evoluti- 
vamente a la diseminacion de ciertas ramas en areas restringidas, 
por ejemplo virus de la rama BA-III se reportaron solo en Buenos 
Aires y virus de la rama BA-V solo en Niigata (Japon). A1 tener la 
evidencia del origen de un ancestro comun, se pudieron distinguir 
dos tipos de virus con la duplicacion circulando en el ano 2004 en 
Buenos Aires; los de la rama BA-III que evolucionaron a partir de 
virus locales y aquellos de la rama BA-IV que fueron importados, 
probablemente de Quebec. 

Es destacable el hecho de que virus con la duplicacion mas 
larga reportada hasta la fecha han estado circulando por al menos 6 
anos e incluso han desplazado en algunos parses a otros RSV grupo 
B de diversos genotipos. Se desconocen las ventajas selectivas de 
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los virus BA frente a otros genotipos. Una de ellas podrfa ser la 
condition inmunologica naive de la poblacion frente a estos virus. 

En sintesis, estos hallazgos confirmaron observaciones reali- 
zadas en estudios en otros sitios del mundo, pero tambien eviden- 
ciaron posibles nuevos mecanismos no descritos anteriormente. Se 
observo que las epidemias son producidas por vims pertenecientes 
a diferentes genotipos dentro de un mismo grupo, que cocirculan Hfl 
en cada epidemia. Los genotipos predominantes se vieron reem- 
plazados por otros nuevos a lo largo de perfodos consecutivos. Los 
genotipos mostraron amplia distribucion mundial. Vims aislados en 
lugares geograficamente distantes y en anos diferentes se mostra- 
ron mas estrechamente relacionados entre si que cepas circulantes 
en un mismo sitio durante la misma epidemia. Se observo extensa 
variabilidad dentro de ambos grupos A y B. La diversidad genetica 
de los virus del grupo A se asocio estrechamente con los cambios 
antigenicos en la protema G. Los cambios producidos en la longitud 
de la protema G de cepas B como consecuencia de la insertion de 
20 nuevos aminoacidos constituyen el cambio mas drastico descrito 
hasta el presente en la protema G de aislamientos naturales de RSV. 

Es probable que representen un nuevo mecanismo de generacion de 
diversidad y ofrecen una oportunidad unica para estudiar la historia 
natural de este virus y las fuerzas selectivas que conducen su evo- 
lution. 
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El metapneumovirus humano (hMPV) es un paramixovirus iden- 
tificado en 2001 y el unico miembro del genero metapneumovirus 
que infecta al ser humano. Su pariente mas cercano (quizas su ante- 
cesor) es el pneumovirus aviar y con el comparte la misma organi- 
zation de genes y una gran similitud en la secuencia de estos. Ade- 
mas, el hMPV esta estrechamente relacionado con el virus sincical 
respiratorio (RSV) humano; presentan caracterfsticas epidemiologi- 
cas similares: a) producen enfennedad respiratoria en ninos, adultos 
y pacientes inmunocomprometidos; b) tienen distribution mundial 
y las epidemias ocurren en inviemo y comienzos de primavera; c) 
pueden causar infecciones reiteradas a lo largo de la vida; d) al igual 
que para el RSV, se han identificado dos grupos geneticos de hMPV 
y las diferencias mayores se hallan en la protema G. 

En el caso del RSV, los determinantes antigenicos principales 
son las protelnas de membrana F y G. La protelna F media la fusion 
de las membranas viral y celular durante la infection y la protema 
G une al vims con el receptor celular. Mientras F es altamente con- 
servada, G es la protelna mas variable (vease el Capitulo 53). 

Dada la similitud entre el RSV y el hMPV, se analizaron las 
secuencias nucleotldicas de los genes F y G de 1 1 cepas de hMPV 
aisladas de ninos con enfennedad respiratoria, obtenidas durante 
el periodo 1998-2003 en Buenos Aires, Argentina. Este estudio se 
realizo con el objeto de evaluar la diversidad genetica de las cepas 
argentinas de hMPV y clasificarlas en alguno de los dos principa- 
les linajes geneticos, descritos previamente en estudios realizados 
en otros paises. Para poder clasificar dichas cepas en alguno de 
los grupos geneticos ya descritos, en los arboles filogeneticos se 
incluyeron secuencias de los genes F y G de cepas representativas 
de cada grupo y aisladas en otros parses, cuyas secuencias fueron 
obtenidas del GenBank. 


El analisis filogenetico mostro que las 11 cepas de hMPV ar- 
gentinas se clasificaron en ambos grupos geneticos, A y B. Dentro 
de dichos grupos se habian descrito cuatro subgmpos, Al, A2, B1 y 
B2. Las cepas argentinas se agmparon dentro de Al, A2 y Bl, pero 
ninguna cepa pertenecio al sublinaje B2 (Figura 54.1). 

Las secuencias del gen F de cepas A y B presentaron una ele- 
vada similitud, tanto a nivel de nucleotidos (84%) como a nivel 
de aminoacidos (95%). Ademas, los hallazgos caracteristicos de la 
protelna F, tales como el dominio de fusion, region de transmem- 
brana y sitios de N-glicosilacion estaban conservados en todas las 
cepas, confirmando que esta protelna es altamente conservada. Por 
el contrario, las secuencias del gen G mostraron una considerable 
variabilidad y, al igual que para la protema G del RSV, la varia- 
bilidad a nivel de aminoacidos (30%) fue mayor que a nivel de 
nucleotidos (55%) entre cepas de distinto grupo. 

La secuencia de aminoacidos de la protema G mostro que las re- 
giones intracelular y de transmembrana son las mas conservadas. De 
manera analoga al RSV, la mayorfa de las mutaciones observadas se 
localizaron en el dominio extracelular y consistieron en: a) sustitucio- 
nes de aminoacidos; b) cambios en el uso de codones de termination 
y, como consecuencia, diferentes longitudes en la protema G de cepas 
pertenecientes a distintos subgmpos; c) en una cepa se observo una 
deletion de un nucleotido que provoco un cambio en el marco de 
lecture del gen y, por consiguiente, cambios drasticos en los ultimos 
80 aminoacidos y una protema G de distinta longitud que el resto de 
las cepas del mismo subgmpo. 

Otro hallazgo caracterfstico fue un alto contenido de serina y 
treonina, aceptores potenciales de O-glicosilacion, que contribuirfan 
al alto grado de glicosilacion que presenta la protema G. Tambien 
se hallaron 4-5 sitios potenciales de N-glicosilacion y un contenido 
rico en prolina, un hallazgo trpico de las glicoproteinas similares a 
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Figura 54.1. Analisis filogenetico de las secuencias completas de los genes F (A) y G (B) de cepas argentinas de 
MPVh.Las cepas argentinas se denominaron Arg y las cepas incluidas como prototipos de cada sublinaje provienen de 
Holanda (NL) y de Canada (CAN). 
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la mucina. A1 igual que para el RS V, se ha sugerido que cambios en 
la glicosilacion, junto con el alto numero de sustituciones aminoa- 
cfdicas, contribuirian a la diversidad antigenica de la protema G, lo 
que ayudarla al virus a evadir a la respuesta inmune especifica del 
hospedador. 

En sfntesis, la protema G del hMPV mostro caracterfsticas 
similares a la protefna G del pneumovirus aviar y a la del RSV. 
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Aunque este estudio incluyo un restringido numero de cepas, los 
hallazgos son consistentes con otros estudios previos. Al igual que 
lo observado en la epidemiologfa molecular del RSV, habrfa un re- 
emplazo temporal de los grupos geneticos del hMPV y esto sugiere 
que las diferencias antigenicas en la protema G, que evoluciona en 
respuesta a la presion inmune, pueden influenciar los patrones de 
circulation de las cepas de hMPV. 
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1. IniTRODUccioiu 

Como para tantos otros virus animales, la gran variabilidad genetica 
existente dentro del grupo de adenovirus humanos se ha manifesta- 
do claramente a traves de la existencia de multiples serotipos (54 
hasta el momenta) que reflejan variacion a nivel del gen del hexon. 
Desde los primeros trabajos de Goran Wadell y col. para adenovi- 
rus tipo 7 (hAd7) varios autores han demostrado la existencia de 
cepas variantes de adenovirus con alteraciones a nivel del DNA 
genomico no reflejadas en cambios en las propiedades serologicas. 
Se utiliza asi el termino "genotipo" o "variante genomica" para 
definir a una entidad viral distinta dentro de un serotipo determi- 
nado a la que puede identificarse por analisis del DNA viral con 
distintas endonucleasas de restriccion. La variacion genomica ha 
sido demostrada para la mayoria de los serotipos de adenovirus de 
importancia biomedica. 

La epidemiologia molecular se basa en el analisis del DNA viral 
con enzimas de restriccion y/o en otros ensayos bioqufmicos que 
permiten estudiar aislamientos individuals de virus u otros agentes 
infecciosos a nivel molecular. Este enfoque aplicado al estudio de 
los adenovirus humanos aporta una nueva dimension al analisis de 
la distribution geografica de estos virus, su asociacion a distintas 
patologfas y permite, entre otras cosas, el esclarecimiento de cadenas 
de infection, caracterizacion de brotes epidemicos y la comparacion 
de cepas aisladas en distintas areas geograficas o en distintas epocas 
aportando information valiosa para estudios de evolution molecular. 
La importancia de la variacion genetica intra-serotfpica en la pato- 
genia de las infecciones por adenovirus aun no ha sido elucidada 
pero se ha sugerido que existirian variantes genomicas mas virulentas 
(Wadell y col., 1980). 

2. Genotipificacion mediante analisis 

CON ENZIMAS DE RESTRICCION 


macion a la distincion de especie. Como se muestra en la Figura 
55.1, las caracteristicas generales de los perfiles de restriccion BamHI 
de serotipos de las especies B, C y E son claramente distinguibles. 
Asimismo, el porcentaje de fragmentos co-migrantes entre variantes 
genomicas de un mismo serotipo o especies es evidente. 

Las enzimas de restriccion con sitios de reconocimiento determina- 
dos por 4 pares de bases como Hae III, Rsal, Msel, etc. generan perfiles 
de mayor complejidad con un numero mas alto de fragmentos lo que 
permite una comparacion mas rigurosa de dos o mas variantes genomi- 
cas relacionadas a traves del analisis electroforetico en geles de agarosa 
y determinacion del porcentaje de fragmentos co-migrantes (Kajon y 
Wadell, 1992). 

3. Ensayos moleculares para la determinacion 

DE ESPECIE Y SEROTIPO DE CEPAS DE ADENOVIRUS 

La metodologfa tradicional para la determinacion del serotipo de una 
cepa dada de adenovirus es la seroneutralizacion con antisueros de 
referencia. La identidad serologica de la fibra puede ser determinada 
independientemente en ensayos inhibition de la hemaglutinacion. La 
rapida acumulacion de datos de secuencia de genomas de adenovirus 
ha permitido el desarrollo de ensayos rapidos de detection y tipifica- 
cion basados en ensayos PCR. Las regiones del genoma mas utilizadas 
para la determinacion de especie (o subgrupo/subgenero) son la fibra 
y la region codificante de VA RNA. La amplification y secuenciacion 
de la region hipervariable 7 del gen del hexon permite el diagnostico 
de certeza del serotipo (Sarantis et al., 2004). Por otro lado, la deter- 
minacion del serotipo a nivel del gen del hexon y el gen de la fibra 
hace posible la identification de variantes intermedias resultantes de 
eventos de recombination entre dos serotipos de una misma especie. 
La circulation de variantes intermedias de la especie B en asociacion 
con patologfa respiratoria ha sido documentada por numerosos autores. 


Basado en los trabajos originales de Goran Wadell y col., el anali- 
sis genomico con enzimas de restriccion es hoy en dfa uno de 
los ensayos utilizados para la caracterizacion de aislamientos de 
adenovirus. La comparacion de mapas de restriccion entre dos o 
mas genomas virales es una aproximacion cualitativamente adec- 
uada para la determinacion de homologias entre dos o mas secuen- 
cias de DNAy, dada la relativa simplicidad del ensayo de analisis, 
el procedimiento de election para la caracterizacion de numeros 
considerables de aislamientos para estudios epidemiologicos. 

El ensayo desarrollado por Li y Wadell, discrimina y denomina 
variantes genomicas o tipos genomicos en base al perfil de restric- 
tion generado con la endonucleasa BamHI. Los distintas perfiles se 
denominan "p" (para la cepa prototipo), o a, b, c, etc. (para otras 
variantes en orden cronologico de su identification). La utilization 
de enzimas adicionales como Bglll, Hindlll, Smal, etc permite la 
discrimination de subtipos al, a2, etc. En 1985, Adrian y col. propu- 
sieron un sistema de denomination altemativo para tipos genomicos 
de adenovirus basado en un codigo numerico (Adrian et al., 1985). 
Segun el mismo, se listan en orden alfabetico la enzimas de restric- 
cion utilizadas para el analisis (BamHI, Bglll, EcoRl, Hindu, Smal, 
etc.) y los patrones de restriccion para cada enzima se denominan 
1 (para la cepa prototipo) y 2, 3, 4, etc. para las variantes. Los per- 
files de restriccion con BamHI permiten ademas una primera aproxi- 
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Figura 55.1. Perfiles de restriccion BamHI de variantes 
genomicas de los serotipos 3, 7 (especie B), 2 (especie 
C) y 4 (especie E) visualizados en un gel horizontal de 
agarosa al 1,2% tenido con bromuro de etidio. 
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4. Epidemiologi'a molecular DE LA INFECCION 
RESPIRATORIA AGUDA BAJA EN HOSPITALES DE LA CIUDAD DE 
BUENOS AIRES Y ALREDEDORES 

Desde mediados de la decada de los anos 1980, la vigilancia epi- 
demiologica y el acceso al diagnostico virologico rapido en un 
numero considerable de hospitales de la ciudad de Buenos Aires 
han permitido establecer el importante rol de los adenovirus en la 
etiologla de la infeccion respiratoria aguda baja en la poblacion 
pediatrica argentina menor de 5 anos de edad. La caracterizacion de 
cepas de adenovirus aisladas de pacientes hospitalizados con pato- 
logia respiratoria aguda baja en los hospitales pediatricos "Ricardo 
Gutierrez", "Juan P. Garrahan" y otros ha permitido determinar el 
papel protagonico de los adenovirus de la especie B en la etiologia 
de las neumonias graves (secuelares o fatales) y en particular, la 
alta pre Valencia del serotipo 7 y el tipo genomico Ad7h. Esta va- 
riante genomica aislada por primera vez en Argentina en 1985, y 
desde entonces en circulacion ininterrumpida en el cono sur de Su- 
damerica (Argentina, Brasil, Chile y Uruguay), es un recombinante 
intertlpico con un hexon correspondiente al serotipo 7 y una fibra 
correspondiente al serotipo 3. La variante genomica Ad 7h ha sido 
detectada recientemente en Japon y en los Estados Unidos en casos 
de infeccion respiratoria, demostrando asi la reciente diseminacion 
de este tipo genomico de Ad7 a otras areas geograficas distantes. 

Los datos de los estudios epidemiologicos moleculares realiza- 
dos sobre muestras de aspirado nasofaringeo de pacientes pediatricos 
hospitalizados por infeccion respiratoria aguda baja y el analisis de 
la aparicion en el tiempo de distintas variantes genomicas de Ad7 su- 
gieren la emergencia del tipo genomico Ad7h en reemplazo de Ad7c, 
la variante predominante hasta 1985 (Figura 55.2). Reemplazos o 
sustituciones similares han sido descriptos en Europa, Australia (7b 
sustituyendo a 7c), China (7d sustituyendo a 7b) pero los mecanismos 
moleculares de este intrigante fenomeno no han sido elucidados. Da- 
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Figura 55.2: Distribution temporal de aislamientos de 
adenovirus tipo 7 en el cono sur de Sudamerica corres- 
pondientes a los tipos genomicos 7b, 7c, 7h, y 71, mos- 
trando el reemplazo de Ad7c por Ad7h a partir de 1986. 



tos de estudios recientes demuestran la continua circulacion de Ad7h 
hasta por lo menos 2005 y la frecuente asociacion de esta variante 
genomica con enfermedad respiratoria grave y secuelar en la pobla- 
cion pediatrica del cono sur de America. 

Este capitulo fire finalizado en el ano 2008. 
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En este capftulo se describen los avances en la epidemiologfa 
molecular de los hantavirus en Sudamerica. Estos estudios estan 
basados en la caracterizacion molecular de los virus que permi- 
tieron la construction de un banco de datos geneticos de las cepas 
representativas de la region, de relevancia epidemiologica para el 
continente, y que ha servido para el analisis filogenetico de los 
virus responsables por las emergencias sanitarias que ocurrieron en 
America en los ultimos anos. 

Un aspecto importante del uso de la biologfa molecular en el 
diagnostico de enfermedades infecciosas es el poder establecer pa- 
trones epidemiologicos mas precisos. La contribution mas valiosa 
de la epidemiologfa molecular es brindar una evaluation certera 
de una situation especffica y dar una respuesta adecuada y a tiem- 
po con decisiones basadas en un mfnimo de incertidumbres. Por 
otra parte, la monitorizacion epidemiologica permite establecer 
la evolution de especies patogenas por variaciones genotfpicas o 
mutaciones. 

Por ser el sindrome pulmonar por hantavirus (SPH) una en- 
fermedad de reciente descubrimiento es importante, ademas del 
diagnostico serologico y la investigation epidemiologica, la carac- 
terizacion del hantavirus asociado a cada caso ocurrido. 

Para los virus causantes del SPH, el perfodo de incubation os- 
cila entre 12 a 27 dias, lo que dificulta determinar el preciso sitio 
de infection, especialmente en aquellos casos donde hubo des- 
plazamientos por razones laborales o turfsticas. En el caso de los 
estudios en roedores, los muestreos epidemiologicos moleculares 
permiten establecer poblaciones de riesgo en donde se pueda in- 
tervene de manera preventiva para disminuir la incidencia de los 
hantavirus. 

Una vez confirmado un caso por serologia, se realiza la am- 
plification genomica viral, mediante transcriptasa inversa y re- 
action en cadena de la polimerasa (RT-PCR) y secuenciamiento 
genomico. La determination automatizada de las secuencias posi- 
bilita realizar en forma rapida la comparacion genomica, analizar 
las relaciones filogeneticas entre diferentes aislamientos y trazar 
una correlation de las diferencias encontradas con la relevancia 
de posibles cambios biologicos, por ejemplo la gravedad de la en- 
fermedad. A su vez, por tratarse de una zoonosis, la information 
resultante del analisis de variantes circulantes en roedores es im- 
portante, ya que permite inferir la dinamica de variation en los 
reservorios, y asf optimizar las interpretaciones acerca del posible 
origen de cepas emergentes en un futuro. 

Los miembros de la familia Bunyaviridae, genero Hantavirus 
poseen un genoma consistente en 3 segmentos de RNA simple 
cadena de polaridad negativa, denominados largo (L) de 6,5-kb, 
medio (M) de 3,6-kb, y pequeno (S) de 1 ,8-kb. El segmento L codi- 
fica para una proteina, la RNA polimerasa-RNA dependiente, que 
contiene la actividad enzimatica para la replication y transcription 
de los segmentos genomicos. El segmento M codifica para un pre- 
cursor glicoproteico que da lugar a las glicoproteinas de superficie 
Gn y Gc y el segmento S codifica para la nucleoproteina (N). 

Para comenzar a conocer las relaciones filogeneticas de las es- 
pecies virales involucradas en la infection en humanos en el Cono 
Sur de America, se realizo un analisis filogenetico de maxima par- 
simonia basado en las diferencias nucleotfdicas de fragmentos del 
segmento viral S correspondiente a zonas codificantes para la N, 
asi como el analisis del segmento M correspondiente a zonas co- 


dificantes para la Gn y Gc de casos confirmados en comparacion 
a hantavirus ya caracterizados. Cabe aclarar que actualmente no 
existe reloj molecular alguno que permita predecir la evolution 
de los hantavirus; es por ello que el analisis de election fire el de 
maxima parsimonia. 

En virus con genoma segmentado, como los hantavirus, es im- 
portante realizar el estudio filogenetico en mas de un segmento ya 
que existe la posibilidad de reasociacion genomica dando lugar a 
variantes virales de patogenia desconocida. Por otro lado, la posi- 
bilidad de recombination, ya detectada para algunos de los hanta- 
virus, sugiere la necesidad de secuenciar los segmentos genomicos 
completos al menos en las cepas prototipo. 

La secuencia nucleotfdica completa del segmento genomico S 
y M del virus Andes revelo una organization similar en compa- 
racion con otros hantavirus. Para el monitoreo de la circulation 
de las diferentes variantes de hantavirus, sin embargo, se utilizan 
fragmentos genomicos de menores tamanos pero representatives 
del gen complete. 

En las muestras humanas y de roedores analizadas, los arboles 
filogeneticos mostraron buena correspondence entre ambos seg- 
mentos, por lo que en esta breve description de las cepas virales 
circulantes en la region mostraremos solo el analisis de un fragmento 
codificante de 905 nucleotidos del segmento S representative de un 
mayor numero de secuencias disponibles en el banco de genes (Ta- 
bla 56.1 y Figura 56.1). 

En Argentina, los virus de casos correspondieron a variantes 
geneticas del virus Andes (AND) o del virus Laguna Negra (LN), 
caracterizado originalmente en Paraguay. Dentro de las variantes 
geneticas del virus AND se pudieron distinguir al menos 6 linajes 
geneticos. El rango de identidad nucleotfdica y aminoacfdica de 
los linajes del virus AND oscila entre el 82,9 al 92,6% y del 95,4 al 
99,3% , respectivamente. 

Un estudio filogenetico mas detallado que realizamos en la 
provincia de Buenos Aires mostro que en una de las localidades de 
esa provincia co-circulan dos de los tres linajes asociados a casos 
de SPH. Aun no se ha podido relacionar la gravedad de la enfer- 
medad con las distintas variantes geneticas circulantes, ni atribuir 
la capacidad de transmision persona a persona a algun linaje parti- 
cular ya que, hasta el momenta actual, dos linajes fueron responsa- 
bles de estos eventos. 

La combination de information molecular, serologica, y eco- 
logica es necesaria para poder categorizar a las cepas de hantavirus 
en especies virales diferentes, o variantes de un mismo virus. Hasta 
la fecha el Comite Internacional de Taxonomia de virus (ICTV) 
reconocio unicamente como especie viral al vims Andes, de entre 
las cepas circulantes en Argentina. El criterio utilizado fue: i) unico 
nicho ecologico; ii) exhibir por lo menos 7% de diferencias a nivel 
aminoacfdico en las secuencias correspondientes a las protefnas 
N y al precursor glicoproteico; iii) mostrar una diferencia de por 
lo menos 4 veces en una prueba de neutralization cmzada de dos 
vias; y iv) que las especies no presenten reasociacion natural con 
otras especies. 

Otras cepas virales caracterizadas hasta el momento no permi- 
ten, segun el criterio expuesto, ser consideradas nuevas especies 
virales; es por ello que a veces se las denomina vims relacionados 
a Andes. Tal es el caso de las cepas Lechiguanas. Plata, Hu39694 
circulantes en Provincia de Buenos Aires y sur de Entre Rfos y 
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Tabla 56.1. Identidad nucleoti'dica y aminoacidica entre secuencias de hantavirus de America en un fragmento codi- 
ficante de 905 nucleotidos del segmento S. PRN: virus Pergamino, MAC: virus Maciel, ARA: virus Araraquara, CAS: virus 
Castelo dos Sonhos, LN: virus Laguna Negra, RIME: virus Rio Mearin, ANAJ: virus Anajatuba, RIOM: virus Rio Mamore, MAP: 
virus Maporal, CD: virus Cano Delgadito, SN: virus Sin Nombre. * Las comparaciones fueron realizadas en 636 nucleotidos. 
Las comparaciones fueron hechas utilizando el programa N align de PC-Gene en 905 nts del segmento S, position nt 50-954. 
Las secuencias de Brasil, ARA* y CAS *, se compararon en solo 636 nts disponibles. 
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Santa Fe, o Bermejo, Oran y, probablemente Juquitiba en el norte 
del pais. 

A diferencia de los otros cuatro generos de la familia Bunyaviri- 
dae que involucran en su ciclo artropodos como mosquitos o garrapa- 
tas, cada hantavirus se perpetua en la naturaleza en una unica o pocas y 
muy relacionadas especies de roedor. El numero tan bajo de animales 
positivos capturados en algunas regiones de Argentina no permitio 
postular cual es el reservorio de algunos linajes. Sin embargo, la exis- 
tencia de diversos linajes en cuatro especies de roedores Oligoiyzomys 
( O . longicaudatus, O. chacoensis , O. flavescens y O. nigripis) es una 
evidencia para considerar a este genero como el reservorio de virus 
patogenicos y por ende factor de riesgo para la adquisicion de la en- 
fermedad. Se requieren mas datos sobre la geografia, ecologla y evo- 
lution de los diferentes reservorios primarios para clarificar el estado 
taxonomico de los diferentes linajes de virus junto con reacciones de 
neutralization cruzadas entre los distintos linajes y cepas virales. La 
gran dificultad para aislar estos virus es lo que detiene y limita la clasi- 
ficacion final. En general, las relaciones filogeneticas entre diferentes 
hantavirus y sus roedores reservorios son imagenes en espejo, apoyan- 
do as! la co-evolucion entre virus y hospedador. La mayor fuente de 
variation genetica para los hantavirus es la acumulacion de bases, de- 
leciones y sustituciones. La reasociacion se comprobo en muy pocas 
oportunidades. Sin embargo, la recombination pareceria mas probable 
como ya ha sido demostrada para otros virus a RNA. 

La interpretation que se deriva del estudio de las relaciones fi- 
logeneticas y evolutivas, depende en gran medida de una confor- 
mation integral del banco de datos con la totalidad de las variantes 
existentes, para lo cual resulta esencial el continuo compromiso de 
todos los palses en un proyecto regional integrado. Elasta el momen- 
ta, si bien se han detectado casos o roedores serologicamente posi- 
tivos en diferentes localidades, no todos los virus asociados fueron 
determinados. 



La distribution de casos de SPH en la region es muy am- 
plia abarcando localidades con alta densidad poblacional. Por lo 
tanto, la poblacion en riesgo potencial es grande. Ante el escaso 
conocimiento sobre los roedores reservorios, la inexistencia de 
vacunas y de antivirales efectivos, la principal herramienta contra 
esta enfermedad es actualmente el diagnostico rapido y la im- 
plementation de terapias de apoyo adecuadas y tempranas en el 
tratamiento de los pacientes. 

Otra enfermedad grave producida por hantavirus es la fiebre 
hemorragica con slndrome renal (FE1SR), caracterizada por fie- 
bre, hemorragia, falla renal y trombocitopenia. A1 menos siete 
hantavirus causan FF1SR: Flantaan, Seoul (SEO), Dobrava-Bel- 
grade, Saaremaa, Amur, Thailand y Puumala, siendo el virus 
SEO de distribution mundial. Hasta la fecha no se encontraron 
indicios de infection por virus SEO en humanos en Argentina, 
aunque la busqueda no ha sido exhaustiva. 

Para investigar la epidemiologla de la FHRS y la transmi- 
sion viral, disenamos bacterias geneticamente modificadas con- 
teniendo un plasmido procariota con capacidad para expresar la 
nucleoprotelna del virus SEO de 430 aminoacidos. Luego de la 
expresion, la nucleoprotema recombinante fue probada satisfac- 
toriamente como antlgeno para su uso en ensayos inmunoenzi- 
maticos (ELISA) para diagnostico de la infection. La nueva 
herramienta diagnostica permitira su uso con minimo riesgo de 
infection laboratorial ampliando las investigaciones de la circu- 
lation del virus en poblaciones de ratas y la posible enfermedad 
en humanos. 

Con el fin de conocer el nivel de transmision viral en po- 
blaciones de ratas marrones ( Rattus norvegicus) capturadas en la 
ciudad de Buenos Aires, evaluamos la presencia de genoma viral 
en tejidos de ratas serologicamente positivas para el virus SEO. 
El genoma viral file detectado en 11 de las 21 ratas seropositivas 
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Figura 56.1. Arbol filogenetico de maxima parsimonia entre secuencias nucleotidicas disponibles de la proteina N 
de hantavirus de America utilizando un fragmento de 904 nucleotidos. Se muestra en la union de los brazos los va- 
lores de bootstrap superiores al 50% obtenidos de 1000 replicas. El largo de los brazos horizontales es proportional a las 
diferencias nucleotidicas. 
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(52,4%), capturadas en dos parques de la ciudad. El analisis de 
las secuencias de un fragmento viral genomico (333 nts.) de la 
protelna Gc presento 97% y 96% de similitud con las cepas de 
SEO colectadas en Baltimore y en Brasil, respectivamente. Los 
datos obtenidos confirman que una gran proporcion de las ratas 
tienen virus, que la diversidad genetica es muy pequena entre las 
cepas del virus SEO y la necesidad de estrategias de control que 
permitan reducir el riesgo de infeccion de las ratas a los humanos. 

La aplicacion de las tecnicas moleculares en la caracterizacion 
precisa del agente y su posterior analisis filogenetico en estudios 
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1. IniTRODUccioiu 

Los laboratories microbiologicos son lugares de trabajo especia- 
les, que presentan riesgos identificables de contagio de infeccio- 
nes a personas dentro o cerca de ellos. Las infecciones se han 
adquirido en laboratories durante toda la historia de la Microbio- 
logfa. Reportes publicados a comienzos del siglo XX describian 
infecciones de fiebre tifoidea, colera, brucelosis y tetanos asocia- 
das al laboratorio. En 1949 Sulkin y Pike publicaron la primera 
de una serie de encuestas de infecciones asociadas al trabajo en 
laboratorio. Reportaron 222 infecciones virales, de las cuales 21 
fueron fatales. Por lo menos en un tercio de los casos la proba- 
ble fuente de infeccion era considerada asociada al manipuleo 
de animales y tejidos infectados, habiendose reportado acciden- 
tes en solo un 12% de los casos estudiados. En 1951 publicaron 
la segunda serie de casos, basados en un cuestionario enviado a 
5 000 laboratories. Solo un tercio de los 1 342 casos citados habia 
sido reportado en la literatura. La brucelosis fue la infeccion mas 
citada -y junto con la tuberculosis, tularemia, tifoidea y estrep- 
tococcias- comprendieron al 72% de infecciones bacterianas. La 
mortalidad fue de 3% y nuevamente solo 16% de los accidentes 
habian sido reportados. La mayoria fue relacionado al uso de je- 
ringas y agujas y a la aspiracion con la boca de fluidos contenidos 
en pipetas. 

Esta encuesta se actualizo en 1965, anadiendo 641 casos nue- 
vos, y luego en 1976, totalizando 3 921 casos. Las infecciones mas 
comunmente reportadas fueron: brucelosis, tifoidea, tularemia, 
tuberculosis, hepatitis y encefalitis equina venezolana. Menos del 
20% de estas infecciones estaba relacionada con un accidente re- 
portado. La exposicion a aerosoles contaminados fue considerada 
una fuente de infeccion posible aunque no confirmada para mas del 
80% de los casos. Los cambios en las practicas de laboratorio, por 
ejemplo, el dejar de aspirar con la boca pipetas conteniendo liqui- 
dos signified un cambio en las causas de accidentes, aunque planted 
nuevos riesgos, como la inhalacion de aerosoles y los accidentes 
percutaneos. 

En 1974 Skinholj publico los resultados de una encuesta que 
mostraba que la incidencia de hepatitis en los trabajadores de la- 
boratories clinicos de Dinamarca era siete veces mayor que la de 
la poblacion general. En 1976, una encuesta en Inglaterra realizada 
por Harrington y Shannon demostro que los trabajadores medicos 
tenian una probabilidad de adquirir tuberculosis cinco veces mayor 
que la poblacion general. 

En contraste con la ocurrencia documentada de infecciones 
adquiridas en el laboratorio por parte del personal del mismo, los 
laboratories que trabajan con agentes infecciosos no han presentado 
en si mismos una amenaza a la comunidad. Por ejemplo, a pesar 
de que el Centro de Control de Enfermedades (Centres for Disea- 
ses Control and Prevention [CDC], Atlanta, EE.UU.) reporto 109 
infecciones asociadas al laboratorio en el periodo 1947-1973, no 
se registraron casos secundarios en familiares o contactos de la co- 
munidad. Solo se han documentado casos aislados, lo cual confimia 
las observaciones en este sentido. 

En su revision de 1979, Pike concluyo que "el conocimiento, 
las tecnicas, y el equipo para prevenir la mayoria de las infecciones 
de laboratorio estan disponibles". 


Aun antes de que el HIV fuera identificado como el agente 
causal del slndrome de inmunodeficiencia adquirida (SIDA), los 
principios para manipular un patogeno transmisible por sangre 
eran adecuados para el trabajo en laboratorio. Pero el descubri- 
miento del HIV signified un estimulo para la aplicacion de ma- 
nuales de laboratorio y de trabajo medico en actividades asociadas 
con la manipulacion del HIV. Entonces se promulgaron reglas 
para los trabajadores de salud bajo la rubrica de Precauciones 
Universales. 

La experiencia ha demostrado la eficiencia de las practicas 
sistematicas de las medidas de Bioseguridad (en ingles biosafety 
level o BSL) de Nivel 1-4, y procedimientos descriptos para la ma- 
nipulacion de agentes etiologicos en laboratories y bioterios para 
animales. A pesar de que no hay sistemas organizados para la vigi- 
lancia de las infecciones adquiridas en el laboratorio, la informacion 
anecdotica sugiere que la estricta adherencia a estas reglas contri- 
buye a un ambiente de trabajo mas seguro y saludable para labora- 
toristas, personal de apoyo, y para la comunidad en general. Para 
reducir aun mas el potencial para infecciones asociadas al labora- 
torio, cada laboratorio deberia tomar las Precauciones Universales 
como una guia minima. Las gufas deben ser adaptadas a cada la- 
boratorio individual y utilizadas en conjuncion con toda la posible 
informacion cientifica. 

2. Principios de bioseguridad 

La definicion de Bioseguridad implica un concepto muy amplio: 
es el conjunto de normas disenadas para la proteccion del in- 
dividuo (personal de salud, pacientes), de la comunidad y del 
medio ambiente contra el contacto accidental con patogenos 
biologicos, quimicos o elementos radiactivos. 

Dado que en este capitulo no se pueden desarrollar todos los 
aspectos concernientes a la bioseguridad, el tema se concentrara 
en la bioseguridad en el trabajo en laboratorio, que constituye uno 
de los lugares mas riesgosos de las instituciones de salud. En la 
bibliograffa se proveen referencias para consultar otros temas de 
bioseguridad. 

El termino "contencion" se utiliza para describir los metodos 
de barreras para manipular material infeccioso en el laboratorio 
donde se manipulan o mantienen. El proposito de esta contencion 
es reducir o eliminar la exposicion de trabajadores de la salud y 
del laboratorio, de otras personas, y del medio extemo a agentes 
patogenos potenciales. 

Barreras primarias. La proteccion del personal y el medio del 
laboratorio para la exposicion a agentes infecciosos se logra a traves 
de las buenas practicas de laboratorio y del uso de equipo apropiado 
de proteccion. El empleo de vacunas puede proveer un nivel mayor 
de proteccion personal. 

Barreras secundarias. La proteccion del medio externo con 
respecto al laboratorio microbiologico se logra a traves de la com- 
binacion del diseno de las instalaciones y de las practicas operacio- 
nales. En sfntesis, los tres elementos de contencion incluyen: 

• Practicas y Tecnicas de laboratorio. 

• Equipo de seguridad 

• Diseno de las instalaciones 
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Figura 57.1. Esquema de cabinas de bioseguridad clase 

I, II y III. Flechas: A: Abertura frontal; B: mampara; C: filtro 
HEPAde salida; D: Compartimento de salida (en Clase III: 
filtro HEPAde entrada); E: filtro HEPAde entrada (en Clase 
III: dispositivo de presion negativa) F: dispositivo de presion 
negativa. 


2. 1 Barreras primarias: practicas y tecnicas de laboratorio 

El elemento de contention mas importante es la adherencia estricta 
a las practicas y tecnicas de rutina de laboratorio. Las personas 
que trabajan con agentes infecciosos o materiales potencialmen- 


te infectados deben estar informados sobre peligros potenciales, y 
deben estar entrenados eficientemente en las practicas y tecnicas 
requeridas para manipular este material adecuadamente. El director 
o la persona a cargo del laboratorio es el responsable de organizar 
el entrenamiento adecuado del personal. 

Cada laboratorio debera desarrollar o adoptar un manual de 
bioseguridad que identifique los riesgos posibles de trabajo, y que 
especifique las practicas y procedimientos disenados para minimi- 
zar o eliminar las exposiciones a dichos riesgos. El personal debera 
firrnar formalmente su compromiso a conocer y seguir los linea- 
mientos del manual de bioseguridad. 

2.2 Barreras primarias: equipo de seguridad 

Este incluye las cabinas de seguridad, contenedores de seguridad, y 
otros controles disenados para minimizar exposiciones a materiales 
peligrosos. 

Las cabinas de bioseguridad son los principales elementos para 
evitar salpicaduras o aerosoles generados a traves de muchos pro- 
cedimientos microbiologicos. Existen tres tipos de cabinas, las que 
se ilustran en la Figura 57.1. 

Las cabinas abiertas al frente (Clase I y II) son barreras primarias 
que ofrecen niveles significativos de protection al personal de labora- 
torio y al medio si se utilizan con buenas practicas microbiologicas. 
Las cabinas de Clase II tambien protegen de la contamination externa 
de los materiales (por ejemplo, cultivos celulares, stocks microbio- 
logicos) que se manipulan dentro de la cabina. La cabina Clase III 
provee el nivel mayor de proteccion al personal y al medio. 

Otro ejemplo de barreras primarias son las centrffugas de segu- 
ridad biologica (CSB), que previenen los aerosoles originados por 
los procedimientos de centrifugation. Ademas, se incluyen dentro 
de las barreras primarias los artfculos de proteccion personal, tales 
como guantes, guardapolvos, cobertura de calzado, o mascaras. 
Este equipo de proteccion personal se usa a menudo en combina- 
tion con cabinas de bioseguridad y otros elementos de proteccion. 


Nivel 

Agentes 

Practicas 

Barreras primarias 

Barreras secundarias 

BSL-1 

No se conoce que cause 
enfermedad en adultos 

De rutina 

Ninguna requerida 

Mesada abierta 

Lavado de manos 

BSL-2 

Asociados con enfermedad 
Riesgo: percutaneo 
ingestion, membrana mucosa 

BSL-1 mas: 

Acceso limitado 

Senales de riesgo 
Precauciones contra 
punzantes 

Manual definiendo 

descontaminacion 
de residuos y vigilancia 

Barreras primarias: 

Clase 1 o II u otras que eviten 
aerosoles 

Proteccion personal: 
guardapolvos, guantes, 
proteccion facial si es 
necesaria 

BSL-1 mas: autoclave 

BSL-3 

Agentes locales o exoticos 
con potencial para 
transmision por aerosol: 
la enfermedad causada 
puede tener consecuencias 
serias o letales 

BSL-2 mas: 

Acceso controlado 
Descontaminacion de todo 
residuo 

Descontaminacion de ropa 
de laboratorio antes de 
lavanderia 

Serologia de control al entrar 
a trabajar 

Barreras primarias: 

Clase 1 o II u otras que eviten 
aerosoles. 

Proteccion personal: 
guardapolvos, guantes, 
proteccion respiratoria si es 
necesaria 

BSL-2 mas: 

Separation flsica de 
corredores de acceso 

Acceso de doble puerta 

Aire de salida no recirculado 
Flujo de aire negativo en el 
laboratorio 

BSL-4 

Agentes peligrosos/exoticos 
que presenten alto riesgo de 
enfermedad con alta letalidad, 
infecciones transmitidas 
por aerosol, o agentes con 
riesgo de contagio 
desconocido 

BSL-3 mas: 

Cambio de ropas antes de 
entrar 

Ducha al salir 

Todos los materiales deben 
ser descontaminados antes 
de salir de instalaciones 

Barreras primarias: 

Todos los procedimientos 
realizados en Clase III; II; o 1; 
en combination con un traje 
completo de presion positiva 

BSL-3 mas: 

Edificio separado o zona 
aislada 

Sistemas especiales de 
provision y elimination de 
residuos, vacio y 
descontaminacion 

Otros requerimientos que se 
agregan en el texto 


Tabla 57.1. Niveles de Bioseguridad de laboratorios (BSL). 
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Nivel 

Procedimientos y equipo de seguridad 

NBSA-1 

Acceso restringido, ropa y guantes protectores 

NBSA-2 

Procedimientos del NBSA-1, mas acceso 
limitado 

CSB de clase loll para actividades que 
producen aerosoles 

Descontaminacion de desechos y jaulas antes 
del lavado 

NBSA-3 

Procedimientos del NBSA-2, mas acceso 
controlado 

CSB y ropa protectora especial para todas las 
actividades 

NBSA-4 

Procedimientos del NBSA-3, mas acceso 
estrictamente restringido 

Muda de ropa antes de entrar. CSB de clase III 
o trajes de presion positiva 

Duchas a la salida 

Descontaminacion de todos los desechos antes 
de su salida de las instalaciones 


Tabla 57.2. Niveles de contencion de bioterios (NBSA). 


Virus 

Riesgo de seroconversion 

Hepatitis B * 

(HBsAg-positivo) 

HBeAg-negativo: 5% 
HBeAg-positivo: 19-30% 

Hepatitis C * 

1 ,8% 

HIV* 

0,31% 


Tabla 57.3. Riesgo promedio de seroconversion post- 
exposicion percutanea a fuente infectada. * Datos de Epi- 
dem Rev 1994, 16:437-50. * Datos de MMWR Morb Mortal 
Wkly Rep 1998, 47(RR-19):1-39. 

3. Niveles de bioseguridad 

Se describen cuatro niveles de bioseguridad, que consisten en combi- 
naciones de practicas y tecnicas de laboratorio, equipo de seguridad, 
y facilidades. Cada combination es apropiada para las operaciones 
que se realizan, las rutas documentadas o sospechadas de transmision 
de los agentes infecciosos, y la actividad o funcion del laboratorio. La 
description de estos niveles se muestra en la Tabla 57. 1 . 

3.1. Nivel 1 (BSL-1) 


2.3 Barreras secundarias: diseno de las instalaciones 


) Corpus 
Editorial 


El diseno y construction de las instalaciones contribuye a: 

• Proteger los trabaj adores del laboratorio 

• Proveer una barrera para proteger a las personas fuera del labo- 
ratorio 

• Proteger a las personas o animales de la comunidad de agentes 
infecciosos que pueden accidentalmente ser liberados del labo- 
ratorio. 


Las barreras secundarias recomendadas dependeran del riesgo 
de transmision de agentes especificos. Por ejemplo, los riesgos de 
exposition para la mayoria de los trabajos de laboratorio en los 
niveles 1 y 2 estan asociados al contacto directo con los agentes, o 
a la exposition inadvertida a traves del medio de trabajo contami- 
nado. Las barreras secundarias en esos laboratorios pueden incluir 
la separation de las areas de trabajo del laboratorio del acceso de 
publico, posibilidad de descontaminacion (autoclave) y facilidades 
para el lavado de manos. 

Cuando se presenta el riesgo de infection por exposition a ae- 
rosoles, se requieren mayores niveles de contencion y multiples 
barreras secundarias para prevenir el escape de agentes infecciosos 
al medio. Esto incluye sistemas de ventilation especializados para 
asegurar el flujo aereo, sistemas de tratamiento del aire para des- 
contaminar o remover agentes del aire de salida, zonas de acceso 
controlado, entradas a los laboratorios como esclusas de aire ( air- 
lock ), o edificios o modulos separados para instalar el laboratorio. 


Este nivel es adecuado para el entrenamiento de pregrado, y para los 
laboratorios en los cuales se trabaja con cepas definidas de micro- 
organismos que no causen enfermedad en adultos sanos. Ejemplos 
representatives son: Bacillus subtilis , Naegleria gruberi , el virus 
de la hepatitis canina, etc. Se debe recordar que muchos agentes no 
asociados con patologfa humana pueden ser, sin embargo, peligro- 
sos para los muy jovenes, los ancianos y los inmunocomprometi- 
dos. Las cepas vacunales que han sufrido numerosos pasajes in vivo 
no se deben considerar avirulentas simplemente por ser vacunales. 

Este es un nivel basico de contencion que se basa en las prac- 
ticas de rutina de microbiologfa sin recomendacion especial de ba- 
rreras primarias o secundarias, mas que disponibilidad para lavado 
de manos. 

3.2. Nivel 2 (BSL-2) 

Este nivel es adecuado para el trabajo clinico y diagnostico, y otros 
laboratorios que trabajen con agentes de riesgo moderado que estan 
presentes en la comunidad y asociados con enfermedades de grave- 
dad variable. Con buenas practicas microbiologicas estos agentes 
pueden ser manipulados en cabinas abiertas, siempre que el riesgo 
de aerosoles o salpicaduras sea bajo. Ejemplos representatives de 
este nivel son: el virus hepatitis B, HIV, Salmonella spp., Toxo- 
plasma spp. 

Este nivel es adecuado cuando se trabaja con fluidos humanos 
como sangre, tejidos humanos, o cultivos primarios humanos en los 
que la presencia de un agente infeccioso puede ser desconocida. 



N (%) 

de infecciones por HIV en Trabajadores de la salud 

Ocupacion 

Documentados 

Posibles 

Total 

Enfermeras 

49 (52,1) 

45 (26,5) 

94 (35,7) 

Trabajadores del Laboratorio 

Medicos 

20 (21,2) 

23 (13,5) 

43 (16,2) 

Clinicos 

9 (9,6) 

17 (10,0) 

26 (9,8) 

Cirujanos 

1 (1,1) 

14 (8,2) 

15 (5,7) 

Otros 

15 (16,0) 

71 (41,8) 

86 (32,6) 

Total 

94 (100) 

170 (100) 

264(100) 


Tabla 57.4. Casos de infeccion por HIV documentados y posibles por ocupacion a nivel mundial, 1997. Datos de Clin 
Infect DIs 1999, 28:365-83. 
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Tratamiento 

Estado de vacunacion 
y respuesta del 
trabajador expuesto* 

Fuente 

HBsAg 1 positivo 

Fuente 

HBsAg negativo 

Fuente desconocida 

o no disponible 

Previamente vacunado 

Respondedor 3 

No tratar 

No tratar 

No tratar 

No respondedor 4 

HBIG x I 2 e iniciar vacunacion 

o HBIG x2 5 

No tratar 

Si la fuente es de alto riesgo 

tratar como si fuera positivo 

Respuesta de anticuerpos 

desconocida 

Comprobar titulo de Ac 

1 ) si es adecuado, no tratar 

2) si no es adecuado: HBIG x 1 
y booster de vacunas 

No tratar 

Comprobar titulo de Ac 

1 ) si es adecuado, no tratar 

2) si no es adecuado: dar 
booster de vacuna y 

rechequearen 1-2 meses 


Tabla 57.5. Profilaxis post-exposicion recomendada para el virus de la hepatitis B. * Personas previamente infectadas que 
son inmunes y no requieren profilaxis. 1 Antigeno de superficie del virus hepatitis B. 2 HBIG: Inmunoglobulina hiperinmune anti- 
hepatitis B. Dosis: 0,06 ml/kg, intramuscular. 3 Respondedor es quien tiene niveles adecuados de anticuerpos (Ac) anti-HBsAg: 
>10mUI/ml. 4 No respondedor es quien tiene respuesta inadecuada a la vacunacion, anticuerpos (Ac) anti-HBsAg: <10mlll/ml. 
5 La option de dar una dosis de HBIG y reiniciar la vacunacion es para los no respondedores que no completaron una segunda 
serie de 3 vacunas. Para los que completaron dos series de vacunas pero no respondieron, se prefieren dos dosis de HIBG. 


Estado del paciente fuente 

Tipo de exposicion 

Menos grave 1 

Grave 2 

HIV-Positivo Clase 1 3 

Recomendar 2 drogas 

Recomendar 3 drogas 

HIV-Positivo Clase 2 4 

Recomendar 3 drogas 

Recomendar 3 drogas 

Status desconocido 5 

Considerar 2 drogas en caso de paciente 
con factor de riesgo 

Considerar 2 drogas en caso de paciente 
con factor de riesgo 

Fuente desconocida 5 

Considerar 2 drogas en ambitos donde 
la exposicion a personas infectadas es 
probable 

Considerar 2 drogas en ambitos donde 
la exposicion a personas infectadas es 
probable 


Tabla 57.6. Profilaxis post-exposicion recomendada para HIV para heridas percutaneas. 1 por ejemplo: aguja solida 
y herida superficial. 2 por ejemplo: aguja hueca con gran cavidad, herida profunda, sangre en instrumento. 3 HIV positivo 
Clase 1: paciente asintomatico o con carga viral baja, porej., <1500 copias de RNA/ml. 4 HIV positivo Clase 2: sintomatico, 
SIDA, seroconversion aguda, o carga viral alta conocida. Si se conoce variante resistente en paciente fuente no demorar 
el inicio de terapia. 5 Considerar que la terapia es opcional y debera estar basada en un dialogo entre la persona expuesta 
y el medico. 


Los riesgos primarios para el personal que trabaje con dichos agen- 
tes se relacionan a accidentes percutaneos o de membrana mucosa, o a 
la ingestion de material infeccioso. Se debe tener extremo cuidado con 
agujas o instrumentos filosos contaminados. A pesar de que los agentes 
manipulados en este nivel no se transmiten mediante aerosoles, los pro- 
cedimientos con potencial de aerosolizacion o salpicaduras deben ser 
realizados con barreras primarias (protection facial, guantes, guardapol- 
vos), o bien en cabinas de seguridad o con centrifiigas de seguridad. La 
posibilidad de descontaminar materiales y de acceder al lavado de manos 
debe existir para reducir la posible contamination ambiental. 

3.3. Nivel 3 (BSL-3) 

Este nivel es adecuado para el trabajo cllnico y diagnostico, y 
otros laboratories de production que trabajen con agentes de 


transmision respiratoria que causen entidades de riesgo serio y 
potencialmente letal. Ejemplos representativos de este nivel son: 
Mycobacterium tuberculosis, virus de encefalitis de Saint Louis, 
Coxiella burnetti, etc. Los riesgos primarios para el personal tra- 
bajando con estos agentes son: autoinoculation, ingestion y ex- 
position a aerosoles infecciosos. 

En este nivel se enfatiza el uso de barreras primarias y se- 
cundarias para proteger al personal en areas contiguas, la comu- 
nidad, y el medio de la exposition a posibles aerosoles infec- 
ciosos. Por ejemplo, todas las manipulaciones deberan ser rea- 
lizadas en cabinas de seguridad. u otras instalaciones a prueba 
de aerosoles. Las barreras secundarias para este nivel incluyen 
el acceso controlado al laboratorio y los requerimientos de ven- 
tilation que minimicen el escape de aerosoles infecciosos del 
laboratorio. 
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3.4. Nivel 4 (BSL-4) 

Este nivel es adecuado para el trabajo con agentes peligrosos que 
presenten un alto riesgo individual de una enfermedad que entrane 
riesgo para la vida, que puede ser transmitido por aire y para el cual 
no exista vacuna ni tratamiento. Ejemplos representatives de este 
nivel son: virus causantes de fiebres hemorragicas como Machupo, 
Ebola y Marburg. 

Los riesgos primarios para el personal que trabaja con estos 
agentes son: la exposition respiratoria a aerosoles, exposition de 
membrana mucosa o piel no intacta a salpicaduras, y la autoino- 
culacion. Todas las manipulaciones de materiales potencialmente 
infecciosos, aislamientos y de animales infectados en forma natural 
o experimental, presentan un alto riesgo de exposicion e infection 
al personal de laboratorio, la comunidad, y el medio. 

El aislamiento complete del trabajador respecto a materiales 
aerosolizados se logra a traves del trabajo en una cabina Clase III o 
en un traje personal complete con aire a presion positiva. Las ins- 
talaciones de BSL-4 generalmente se ubican en edificios separados 
o en zonas completamente aislados con requerimientos de ventila- 
tion y de tratamientos complejos y especializados de efluentes para 
evitar el escape de agentes viables al exterior. 

3.5. Bioterios de animales 

Por motivos de seguridad, los animales deben estar alojados en 
un local independiente, separado del laboratorio. Si se trata de 
un local contiguo, debera estar construido de tal modo que sea 
posible aislarlo de las partes publicas del laboratorio en caso de 
necesidad, asi como para las operaciones de descontaminacion y 
desinfeccion. Ademas, hay que tener en cuenta que el empleo de 
animales de laboratorio con fines experimentales y de diagnos- 
tico impone al usuario la obligacion moral de adoptar todas las 
medidas necesarias para evitar que aquellos padezean dolores o 
sufrimientos innecesarios. 

Se describen asimismo cuatro niveles de bioseguridad para 
actividades que involucren el trabajo experimental con animales 
infectados. Los niveles de contention de bioterios se describen en 
la Tabla 57.2. 

4. INMUNIZACION Y TRATAMIENTO DEL PERSONAL 

La transmision de agentes patogenos por sangre en pacientes y 
trabajadores de la salud esta relacionada a la frecuencia de expo- 
siciones capaces de transmitir, a la prevalencia de la enfermedad 
en la poblacion fuente, al riesgo de cada tipo de accidente y a la 
efectividad del manejo postexposicion. Los pinchazos por agujas 
y otros accidentes percutaneos y mucocutaneos son frecuentes, asi 


como el sub-reporte de estos accidentes. Por ejemplo, en EE.UU. 
el sistema de vigilancia de hospitales -EPINet- estimo que en 1996 
se produjeron aproximadamente 590 164 exposiciones percutaneas 
y 196 721 mucocutaneas a sangre o sustancias biologicas riesgo- 
sas, con un 39% de los incidentes sin reportar. Las estimaciones 
del CDC son 30% mas altas. Cerca de 75% de los medicos resi- 
dentes de Emergencias de EE.UU. y los residentes de Medicina 
Interna de Canada se ven expuestos a pinchazos de agujas durante 
su entrenamiento, la mayorfa de estos casos no son reportados. Un 
estudio realizado en esos paises en cirujanos de ortopedia, demostro 
1 1 pinchazos con agujas promedio por profesional en un periodo 
de tres anos, con 70% de los accidentes sin reportar. Una revision 
realizada por del CDC sobre 9 estudios prospectivos -llevados a 
cabo desde 1990- reporto que un miembro del equipo quirurgico 
sufrla por lo menos una herida percutanea durante 1,3-15,4% de los 
procedimientos. Los accidentes de pacientes por un objeto punzante 
que previamente hubiera herido al cirujano ocurrieron en 1,7-2, 5% 
de las ciruglas y en 0,1% de los partos. 

En la poblacion general la prevalencia de individuos potencial- 
mente infecciosos varla mucho dependiendo del virus. En EE.UU. 
las prevalencias en la poblacion general son: HBV: < 0,5%, HCV: 
1%; y HIV: 0,15%. Sin embargo, en grupos de alto riesgo esta 
prevalencia puede ser mucho mayor. Por ejemplo, en drogadictos 
intravenosos en Montreal y Vancouver la prevalencia de HCV es 
del 70 y 85%, respectivamente; y en Buenos Aires y alrededores es 
del 60% (Ver Capltulo de Epidemiologla de HIV). La prevalencia 
de HIV en usuarios de drogas illcitas por via endovenosa ha sido 
estimada en 19,5%, 9% y 23% en Montreal, Toronto y Vancouver, 
respectivamente, y en 43% en Buenos Aires. Estas cifras indican la 
necesidad urgente de adoptar precauciones universales. El uso del 
examen prequirurgico es enganoso ya que da una falsa seguridad: el 
periodo ventana de HIV es el mas contagioso y no se detecta por la 
serologia de tamizaje. Por otro lado, se esta mejor entrenado cuando 
no se varlan las condiciones de trabajo de acuerdo al paciente. Exis- 
te information limitada sobre la prevalencia de patogenos transmiti- 
dos por sangre en trabajadores de la salud, y los datos estan basados 
en muestras no representativas. Aproximadamente 13-17% de los 
cirujanos tienen evidencia de infeccion por HBV previa o presente; 
de 0,8 a 0,9% son positivos para HCV, mientras que la prevalencia 
de HIV ha sido baja: 0-0,1%. Esto esta de acuerdo con el riesgo 
promedio de seroconversion estimada luego de a una exposicion 
significativa a patogenos transmitidos por sangre, sin beneficio de 
profilaxis (HIV) o vacuna (HBV) (Tabla 57.3). Cuanto mayor sea el 
volumen de sangre y el tltulo de virus el riesgo sera mayor. Usando 
estos riesgos de transmision y las posibilidades de heridas percuta- 
neas, se ha estimado el riesgo de transmision de trabajadores de la 
salud infectados a los pacientes. Segun estimation del CDC durante 
la carrera de un cirujano el riesgo de transmision a por lo menos un 


Estado de paciente fuente 

Tipo de exposicion 

Volumen escaso 1 

Gran volumen 2 

HIV-Positivo Clase 1 3 

Recomendar 2 drogas 

Recomendar 2 drogas 

HIV-Positivo Clase 2 4 

Recomendar 2 drogas 

Recomendar 3 drogas 

Status desconocido 5 

Considerar 2 drogas en caso de paciente 
con factor de riesgo 

Considerar 2 drogas en caso de paciente 
con factor de riesgo 

Fuente desconocida 5 

Considerar 2 drogas en ambitos donde 
la exposicion a personas infectadas es 
probable 

Considerar 2 drogas en ambitos donde 
la exposicion a personas infectadas es 
probable 


Tabla 57.7. Profilaxis post-exposicion recomendada para HIV para la exposicion de membranas mucosas y piel no 
intacta *. * Para accidentes en piel se recomienda el seguimiento solo cuando hay compromiso de su integridad. 1 Por ejem- 
plo: solo unas gotas. 2 Por ejemplo: salpicadura abundante de sangre. 3 HIV positivo Clase 1: paciente asintomatico o con 
carga viral baja, porej., <1500 copias de RNA/ml. 4 HIV positivo Clase 2: sintomatico, SIDA, seroconversion aguda, o carga 
viral alta conocida. Aun si se conoce variante resistente en paciente fuente no demorar el inicio de terapia. 5 Considerar 
indica que la terapia es opcional y debera estar basada en un dialogo entre la persona expuesta y el medico. Se discontinua 
la terapia si se comprueba que el paciente era negativo. 
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paciente durante 3 500 procedimientos es de 0, 81-8, l%para HIV 
y de 57-100% para un portador HBeAg positivo. Los riesgos para 
HCV no se calcularon en este estudio, pero se estima que serian 
intermedios entre los de HIV y de HBV. 

La introduction de la vacuna para HBV y las precauciones uni- 
versales contribuyeron a un 95% de disminucion en la transmision 
ocupacional dc HBV a trabajadores de la salud en EE.UU. desde 
1983 a 1995. Es dificil reconocer la transmision de HCV aguda, 
ya que a menudo es asintomatica. La Tabla 57.4 muestra la distri- 
bution de casos posibles y documentados de infeccion por HIV en 
trabajadores de la salud. La mayoria de estas infecciones fueron 
causadas por un accidente percutaneo (87,2%) y, cuando se conocia 
el estadio, 77% de los pacientes fuentes tenia SIDA. 

Es necesario que cada institution sanitaria organice un Comite 
de Bioseguridad para prevenir accidentes y para actuar eficazmente 
cuando se han producido. Se debe prever un grupo de personas que 
atiendan los casos cllnicos particulares despues de una infeccion 
accidental, ya que se necesita acompanamiento especializado as! 
como -muchas veces- un asesoramiento legal. 

Las recomendaciones para profilaxis de la postexpo sicion (PEP) 
a HBV incluyen: initiation del esquema de vacunacion a cualquier 
persona no vacunada que tenga un riesgo ocupacional a sangre o 
fluidos corporales. La administration de gammaglobulina hiperin- 
mune (HBIQ) y/o el esquema de vacunacion sera analizado ante un 
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accidente luego de la evaluation del estatus del antlgeno de super- 
ficie (HBsAg) del paciente fuente y la vacunacion y respuesta de la 
persona expuesta (Tabla 57.5). No se recomienda el uso de inmuno- 
globulinas o terapia antiviral (interferon con o sin ribavirina) para 
la PEP de HCV Se realiza seguimiento y pruebas de laboratorio 
para determinar si se desarrolla la infeccion. Las recomendaciones 
para la PEP de HIV incluyen un regimen basico de dos drogas para 
la mayoria de los accidentes y una tercera droga para los accidentes 
con riesgo mayor de transmision (Tablas 57.6 y 57.7). Cuando se 
sabe o sospecha la resistencia del virus del paciente fuente a una 
o mas drogas utilizadas para el PEP, se recomienda seleccionar las 
drogas hacia las cuales no es resistente. 

Los riesgos que entrana el trabajar con ciertos agentes deben 
explicarse de forma completa a cada investigador. Antes de comen- 
zar a utilizar probables vacunas o agentes terapeuticos (antibioticos 
o antivirales) en caso de exposicion, debera evaluarse su disponi- 
bilidad local, si estan aprobados y su utilidad. Ya existen normas 
en cuanto al tratamiento de una exposicion al HIV y al virus hepa- 
titis B. Lo importante es que haya disponibilidad de drogas para la 
emergencia en las instituciones de salud. 

Con respecto a las vacunas, si estan aprobadas y disponibles 
localmente, deben ofrecerse y, asimismo, exigir su uso en las insti- 
tuciones sanitarias, por ejemplo la vacuna anti-hepatitis B, la anti- 
tetanica y la doble bacteriana. 
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INTRODUCCION 

Las infecciones respiratorias agudas (IRA) constituyen una de 
las principales causas de morbilidad en el ser humano en todo el 
mundo. Las IRA del tracto inferior (IRA baja) son responsables 
de 4 millones de muertes anuales mundialmente. Numerosos vims 
conocidos (influenza, virus sincicial respiratorio, adenovirus y pa- 
rainfluenza) son responsables de algunas de estas infecciones. Sin 
embargo, en una proportion importante (50-60%) el o los patoge- 
nos responsables no podian ser identificados con las metodologras 
convencionales de diagnostico. 

La identification de patogenos desconocidos empleando tec- 
nologra molecular es diffcil cuando la secuencia bianco es desco- 
nocida. Para solucionar este problema, van der Hoek y col. (2004), 
y Allander y col. (2005) desarrollaron innovadoras metodologias 
moleculares que permitieron la identification de nuevos vims 
emergentes asociados a IRA tales como los nuevos coronavirus y 
el bocavims humano, respectivamente (Tab la 58.1). 

Los vims de influenza A (H 1N1 ) pandemica, influenza aviaria, 
metapneumovims humano y SARS se describen en los capitulos 
respectivos. En este caprtulo comentaremos los vims humanos 
emergentes, detectados en los comienzos del siglo XXI, producto- 
res o asociados a IRA: los nuevos bocavims humanos, los nuevos 
coronavirus y los poliomavims respiratorios. 

Asimismo, se describira el nuevo impacto de vims ya cono- 
cidos, los rinovims (causantes del resfrio comun) en las IRA del 
tracto inferior, cuyo estudio fue posible mediante procedimientos 
moleculares. 

Los clasicos postulados enunciados por Roberto Koch, padre 
de la Microbiologfa, en relation a la etiologia de las enfermedades 
infecciosas (bacterianas), suelen ser a veces dificiles de demostrar 
en algunos vims que fueron descubiertos por tecnicas moleculares 


y que solamente pueden ser identificados por estos. Segun los pos- 
tulados de Koch, el agente infeccioso debe recuperarse de indivi- 
duos enfermos, debe poder ser cultivado in vitro y debe reproducir 
la enfermedad en un hospedador animal o voluntario humano. To- 
dos estos postulados se cumplen en el caso de los rinovims. Por el 
contrario, el bocavims humano, o los poliomavims KI/WU y otros 
no cumplen con esos postulados. Por esta razon, resulta aun poco 
claro si estos virus son causa directa de IRA o si actuan en forma 
sinergica aumentado la gravedad de otras infecciones virales. Para 
demostrarlo se requeriran mas estudios clinicos de casos y contro- 
les y el desarrollo de modelos en animales o de cultivos in vitro (no 
disponibles aun) para demostrar su real patogenicidad. 

1. Los NUEVOS PARVOVIRUS HUMANOS 

1.1. El descubrimiento del bocavirus humano (HBoV) 

En el ano 2005 se identificaron dos nuevos parvovirus que se de- 
nominaron bocavims humano y PARV4; ambos constituyen otro 
ejemplo de vims emergentes ya que se desconotian hasta ese mo- 
menta. 

El bocavirus humano (HBoV) por su nombre en ingles ( Hu- 
man Bocavirus) fue identificado por Allander y colaboradores en 
la Universidad Karolinska, Estocolmo, en septiembre de 2005 
luego de un arduo y riguroso trabajo de investigation que incluyo 
un ensayo innovador de PCR y clonado, seguido de analisis bio- 
informatico de las numerosas secuencias de los clones resultantes. 

Se emplearon mezclas de 24 muestras respiratorias en las que se 
concentraron los vims presentes y se eliminaron los acidos nuclei- 
cos no virales por ultracentrifugacion, microfiltrado y tratamiento 
con DNAasas. Luego, se extrajeron los DNA o RNA virales y se 
amplificaron mediante PCRs con random primers. Los amplicones 


Virus 

Enfermedad 

Ano de su primera deteccion 

Influenza aviaria 

IRA baja grave 

Fines del siglo XX y comienzo del XXI, 
autores varios 

Influenza A (H1N1) pandemica 

IRA alta, IRA baja grave 

2009, autores varios 

Nuevos coronavirus humanos 



SARS 

HCoV-NL63 (grupo 1) 

HCoV-NL (grupo 1) 

HCoV-HKUl (grupo II) 

HCoV-NH 

IRA baja grave, alta mortalidad 

IRA alta y baja 

IRA baja 

IRA alta y baja 

IRA alta y baja 

2003, Drosten y col. 

2004, van der Hoek y col. 

2004, Fouchiery col. 

2005, Woo y col. 

2005, Espery col. 

Metapneumovirus 

IRA alta y baja 

2001 , van der Hoogen y col. 

Parvovirus humanos 



Bocavirus humanos 

PARV4 

IRA alta y baja, diarrea, viremia 
en estudio, transmision parenteral i? 

2005, Allander y col. 

2005, Jones y col. 

Poliomavirus respiratorios 



KI/WU 

Detectados en muestras respiratorias. 

En estudio su asociacion con enfermedad. 

2006 


Tabla 58.1. Nuevos virus respiratorios humanos emergentes detectados en el siglo XXI. IRA: enfermedad respiratoria aguda. 
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Figura 58.1. Roberto Koch, padre de la Microbiologia 1843-1910. 
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El HBoV fue incluido en la familia Parvoviridae debido a su 
morfologfa tfpica y a la homologfa con parvovirus bovinos y cani- 
nos, como se ha mencionado mas arriba (Tabla 58.2). 

Las dos primeras cepas detectadas de HBoV fueron secuencia- 
das completamente y se denominaron ST1 (Stocholmo 1) y ST2 
(Stocholmo 2), observandose entre ambas 26 nucleotidos de diferen- 
cia, la mayorla en la region codificante de las protelnas de la capside. 

La longitud de su genoma es de 5 217 pares de bases. Presenta 
tres marcos abiertos de lectura, correspondientes a dos protelnas 
no estructurales NS1 (esencial para la replication) y NP1, y dos 
protelnas de la capside (VP1 y VP2). Las mayores diferencias se 
encuentran en estas ultimas protefnas, en las que se han detectado 
polimorfismos. El analisis filogenetico del gen VP2 ha determina- 
do que habria dos linajes principales o genotipos y en uno de ellos 
habria dos sub-linajes. 

2. Bocavirus humano (HBoV) 

2. 1 Frecuencia y cuadros cli'nicos 


obtenidos se clonaron y se secuenciaron. El analisis informatico de 
las secuencias de los clones permitio identificar varias especies vi- 
rales diferentes, algunas de virus ya conocidos (influenza A, RSV, 
hMPV, adenovirus, coronavirus del grupo 2), y otras pertenecientes 
a virus no conocidos hasta el momenta, como el nuevo coronavirus 
HCoV-HKl y una secuencia cercana a los parvovirus de animales.El 
analisis del genoma completo de este nuevo virus, presente en mues- 
tras respiratorias humanas, demostro su relation con los parvovirus 
bovinos y el virus minute (diminuto) de los caninos, pertenecientes 
al genero Bocavirus, familia Parvoviridae , subfamilia Parvovirinae. 

El nuevo virus presento un 42-43% de identidad con la secuen- 
cia aminoacidica de los 2 principales marcos abiertos de lectura 
del parvovirus bovino y del virus minute canino, respectivamente; 
debido a esto file denominado bocavirus (acronimo de bovino / 
canino) humano (HBoV). 

Allander y col. desarrollaron una PCR especffica para HBoV 
y lo detectaron por primera vez en 3,1% de muestras respiratorias 
pertenecientes a ninos intemados con IRA baja en Estocolmo, Sue- 
cia. 

1.2 Caracteristicas de la familia Parvoviridae 
Y LA INCLUSION DEL HBoV EN ELLA 

Los parvovirus son virus muy pequenos (20-22 rnn) desnudos, con 
capside icosaedrica y contienen DNA de cadena simple no seg- 
mentado. 

Muchos de estos virus eran conocidos en Medicina Veterinaria 
por producir enfermedad en animales, pero hasta el descubrimien- 
to del HBoV solamente se conocfa como patogeno humano a otro 
parvovirus, el Parvovirus humano B19, clasificado en el genero 
Erythrovirus (vease el capitulo 19 Parvovirus). 


HBoV e infection respiratoria 

Luego del descubrimiento de Allander en 2005, el HBoV se de- 
tecto en Europa, Asia, America y Australia, lo que indica una dis- 
tribution mundial. Estos estudios emplearon diferentes PCRs que 
amplificaban distintos genes virales. Dado que la selection de las 
muestras en cada estudio fue realizada con criterios diferentes, las 
frecuencias de positividad para HBoV publicadas hasta principios 
del 2010 son muy variables. Lo que si resulta claro es la asociacion 
del HBoV con las IRAs bajas en muestras negativas para los virus 
ya conocidos y la destacable elevada frecuencia de co-infeccion 
observada para el HBoV con otros virus respiratorios. 

La frecuencia del HBoV inicialmente detectada por Allander y 
col. fue del 3,1% en muestras de ninos hospitalizados en Estocol- 
mo. Utilizaron una PCR con primers especificos para el gen NP1 
cuyo producto es de 354 pares de bases. 

Estudios posteriores realizados en Escocia por Manning y col. 
(2005-06) sobre muestras respiratorias archivadas y anonimas, prove- 
nientes de ninos con IRA baja, empleando dos PCR anidadas (para re- 
giones altamente conservadas, la primera para la NS -la region NS de 
la familia Parvoviridae y la segunda para la region NP1) demostraron 
que el HBoV se detectaba en tercer lugar (8,2%), luego del virus sinci- 
cial respiratorio (16%) y del adenovirus (10%). El pico de incidencia se 
observo en ninos de 6 a 24 meses durante el inviemo. Este perfil epi- 
demiologico es similar al observado con el virus sincicial respiratorio. 

Los cuadros clfnicos asociados a HBoV fueron: bronquiolitis, 
neumonia, bronquitis, exacerbation de cuadros asmaticos, fiebre y 
tambien cuadros de IRA alta, similares a influenza. 

Se observo una elevada frecuencia de coinfection entre 
HBoV y otros virus (43%), lo que sugiere que el HBoV podria 
ser un factor de exacerbation de las infecciones por virus sinci- 
cial respiratorio y otros virus respiratorios. 


Subfamilia Parvovirinae: Virus de vertebrados 

Genero 

Especie 

Parvovirus 

Minute virus del raton 

Erythrovirus 

Parvovirus humano B19* 

Dependovirus 

Virus adenovirus asociados 

Amdovirus 

Virus de la enfermedad del vison aleutiano 


Parvovirus bovino 

Bocavirus 

Minute virus canino 


Bocavirus humano* 

Subfamilia Densoviridae: Virus de insectos: varios generos 


Tabla 58.2. Familia Parvoviridae. ‘Parvovirus humanos. 
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La frecuencia de HBoV detectada en el estudio de Manning y 
col. es mayor a la observada inicialmente en Suecia y en otros par- 
ses. Esto se debe, probablemente, a la selection de los pacientes, 
ya que en Escocia se incluyeron solo ninos con IRA baja y durante 
la epoca invemal y, ademas, porque se empleo una doble PCR ani- 
dada, de mayor sensibilidad. 

Posteriores estudios realizados en poblacion pediatrica (meno- 
res de cinco anos) con IRA baja demostraron que el HBoV era el 
cuarto en frecuencia (5,6%) en Australia (Arden K, 2006), luego de 
los rinovirus, adenovirus, y metapneumovirus. Coincidentemente, 
una frecuencia analoga (5,7%) se observo en Japon en una pobla- 
cion similar. 

Tambien en 2006, Kesebir y col., en la Universidad de Yale 
(EE. UU.), investigaron el HBoV en las muestras provenientes 
de ninos menores de 2 anos con IRA alta y baja, y que resultaron 
negativas para los virus conocidos. En esas muestras detectaron 
una positividad del 5,2% para HBoV y los casos fueron mas fre- 
cuentes en otono, invierno y primavera temprana. Este estudio 
incluyo un grupo control (ninos asintomaticos) en los que no se 
detecto HBoV. 

Se identificaron dos genotipos del HBoV y se detectaron tres 
casos de infection intrahospitalaria, todos con la misma cepa de 
HBoV. 

En 2007, Fry y col., en Tailandia, detectaron el HBoV en 
4,5% de ninos pequenos hospitalizados con neumoma en quie- 
nes el HBoV fue el tercero en frecuencia, luego de rinovirus y 
sincicial respiratorio. Sorprendentemente, observaron un 83% de 
coinfection entre HBoV y otros virus respiratorios. Ademas, se 
detectaron altos niveles de DNA de HBoV en el suero de algunos 
pacientes con neumoma que presentaban elevada carga viral en 
secreciones respiratorias, lo que indica la existencia de viremia 
en estos pacientes. Tambien se observo HBoV en 1% de controles 
corpus asintomaticos. 

Editorial 

Estudios preliminares sobre HBoV en Argentina y Chile 

Un estudio preliminar realizado en Argentina, en el Laboratorio 
de Virologia del CEMIC durante el ano 2005, detecto HBoV 
por PCR en el 17% de muestras respiratorias de ninos hospi- 
talizados menores de 5 anos. La mayor frecuencia de HBoV 
se observo en epoca invernal. Ademas, se detecto un 59% de 
coinfection con otros virus respiratorios, principalmente con 
virus sincicial respiratorio (Cartamil S, Videla C y col. Con- 
greso Argentino de Virologia, Buenos Aires. Septiembre 2008. 
Resumenes). 

Tambien en Chile se detecto HBoV en el 24% de muestras de 
de ninos con IRA. En el 26% de los casos, el HBoV fue el unico 
patogeno detectado, mientras que en el 74% se observo coinfection 
con otros virus respiratorios. 

2.2 HBoV y diarrea: i un nuevo patogeno enterico? 

El estudio de Kesebir y col. (2006) describio la presencia de diarrea 
en algunos ninos con infection respiratoria, aspecto interesante ya 
que es conocido que los parvovirus bovinos y caninos producen 
diarrea en esos animales. 

En Espana, Vicenti y col. (2007) detectaron HBoV en mate- 
ria fecal en el 9% de ninos menores de 3 anos con gastroenteritis 
en ausencia de cuadro respiratorio alguno. Asimismo, observaron 
50% de coinfection con bacterias entericas, rotavirus y norovirus. 

En Brasil, Albuquerque y col. (2007) estudiaron en ninos 
que presentaban solo gastroenteritis, y detectaron HBoV en 
materia fecal en el 2% de los casos. Tambien se observo co- 
infection con rotavirus, adenovirus y norovirus en el 21% de 
los casos. 

Estos datos indicarian que el HBoV tambien podria ser un 
patogeno enterico como sucede con los parvovirus bovinos y 
caninos. Deberan realizarse futures estudios para determinar 
su forma de transmision y su patogenia. 


2.3 DlAGNdSTICO 
Metodos directos 

Hasta el momenta, el HBoV no es cultivable en las lrneas celulares 
habituales ni existen reactivos para detection directa de antigenos. 
Por ello, su diagnostico es exclusivamente molecular mediante 
PCRs de diferente diseno para detectar el DNA viral en muestras 
respiratorias, suero y materia fecal. Los detalles tecnicos se en- 
cuentran en la bibliografla. 

Serologia 

En 2007, investigadores japoneses desarrollaron una tecnica de in- 
munofluorescentia para detectar IgG anti-HBoV utilizando cultivo 
de celulas de insecto transfectadas con un baculovirus recombinan- 
te con el gen de la VP1 de HBoV. Mediante esta tecnica determina- 
ron una seroprevalencia de IgG anti HBoV del 71% en poblacion 
japonesa de 6 rneses a 70 anos. La seroprevalencia era baja entre 
los 6-8 meses de edad y fue gradualmente incrementandose con 
la edad y practicamente todos los ninos mayores de 6 anos habian 
estado expuestos al virus. 

Seran necesarios posteriores estudios y la disponibilidad de 
reactivos comerciales para conocer la seroprevalencia de este virus 
en diferentes poblaciones. 

2.4 CONCLUSIONES 

El HBoV presenta una distribution universal y su frecuencia varfa, 
en poblaciones con infection respiratoria, entre el 1,5 y el 19%. 

Este virus puede producir cuadros de IRA alta y baja, similares 
a los producidos por el virus sincicial respiratorio. 

Es destacable la elevada frecuencia de coinfecciones (17 a 
90%) observada con HBoV y otros virus respiratorios. 

Se ha detectado la presencia de HBoV en sangre (viremia) y 
en materia fecal, cuyo significado clinico debera establecerse en 
un future. 

Un estudio de casos y controles realizado en Canada por 
Longtin J y col. (Emerg Infec Dis 2008) revelo sorprendentemente 
que la positividad para HBoV fue tres veces mayor en muestras 
respiratorias de ninos controles, sin IRA (43%) que en aquellos 
ninos que presentaban cuadros de IRA (14%). Ante este hallazgo 
inesperado surgio la pregunta de como se seleccionaron los 100 
ninos controles. Estos controles se eligieron entre ninos sin cua- 
dros respiratorios que se internaban para cirugras programadas de 
adenoides o amrgdalas. La elevada detection de HBoV en esos ni- 
nos abre muchos interrogantes: i) ^produce el HBoV una infection 
persistente en estos tejidos?; ii) ^facilita la infection bacteriana?; 
iii) ^facilita la infection con otros virus? 

Para intentar contestar esas preguntas, Lu X y col. ( Emerg 
Infec Dis 2008) estudiaron linfocitos purificados de amrgdalas o 
adenoides extraidas durante cirugia de ninos controles sin IRA. 
En esas muestras pudieron detectar un 32% de PCR positivas para 
HBoV, lo que sugiere que este virus podria presentar una infection 
latente o persistente en esos tejidos. 

Estas observaciones ameritan la necesidad de estudiar este vi- 
rus en muestras respiratorias. 

En un future proximo deberan disenarse investigaciones para 
determinar: 

1) Como la coinfection puede influenciar y/o exacerbar los cua- 
dros clmicos producidos por otros virus 

2) Como cl HBoV puede interactuar con otros virus 

3) La asociacion de viremia, cuando la carga viral es elevada en 
secretion respiratoria, y la diseminacion por viremia a otros 
organos 

4) El tiempo de elimination respiratoria del virus y la distribution 
estacional en los diferentes climas 

5) Si existen celulas capaces de replicar este virus in vitro , lo que 
permitira un ensayo de aislamiento en cultivo. Este punto es 
interesante ya que los parvovirus solo replican en celulas en 
multiplication activa. 
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6) Cual es la patogenia de la enfermedad 

7) Cuales son los procedimientos de diagnostico rapido mas effa- 
ces para su aplicacion de rutina 

8) El espectro de patologlas causadas por este virus emergente en 
poblacion adulta, ancianos e inmunocomprometidos 

3. PARV4: £Un NUEVO VIRUS EMERGENTE 
DE PROBABLE TRANSMISION POR SANGRE? 

Jones MS y col., en 2005, empleando una metodologla similar a la 
de Allander, detectaron otro nuevo parvovirus humano en la sangre 
de un paciente en riesgo de infection por HIV y usuario de drogas 
ilrcitas por via endovenosa, que presentaba fiebre de origen inde- 
terminado. Denominaron a este nuevo virus PARV4. 

Este virus no presenta similitudes con otros parvovirus de ma- 
mfferos y aun no se encuentra clasificado. 

El PARV4 no se ha asociado aun con enfermedad especffica y 
se ignora si es un patogeno respiratorio. Sorprendentemente, este 
virus se ha detectado en pools de plasma de algunos laboratories 
que manufacturan productos medicos y, en baja frecuencia (< 2%), 
en pools de donantes de sangre en EE.UU. 

Un estudio realizado en septiembre de 2007 detecto PARV4 en 
el 70% de tejidos obtenidos en autopsias de pacientes con SID A y 
drogadiccion endovenosa, pero no en tejidos de no infectados por HIV. 

Muchos miembros de la familia Parvoviridae pueden estable- 
cer infecciones persistentes con replication restringida y ausencia 

0 escasa viremia persistente. 

Dada la resistencia de los parvovirus a los procedimientos de 
inactivation, los pacientes receptores de productos derivados de 
plasma podrfan estar en riesgo de infection con PARV4. 

Aunque se ignoran los cuadros clinicos y la patogenia, el 
PARV4 representa un nuevo virus emergente de probable transmi- 
sion por sangre. 

4. CORONAVIRUS 

4. 1 Caracteristicas de la familia Coronaviridae 

La familia Coronaviridae incluye numerosos virus conocidos des- 
de hace tiempo que infectan una amplia variedad de mamfferos y 
aves en los que causan enfermedad del tracto respiratorio, gastro- 
intestinal y del sistema nervioso central. 

Los viriones son envueltos, pleomorficos y miden 120 a 140 
nm. La nucleocapside es de simetria helicoidal. El nombre de esta 
familia, Coronaviridae, proviene del latin ( corona ) debido a las 
caracteristicas espiculas de 20 nm de largo que le dan al virion una 
apariencia de corona al microscopio electronico. 

Poseen RNA de cadena simple y polaridad positiva; su genoma 
es el de mayor tarnano de todos los virus a RNA (30 kb). Estos vi- 
rus maduran por brotacion a traves de las membranas intracitoplas- 
maticas. La familia Coronaviridae posee dos subfamilias: Corona- 
virinae y Torovirinae; esta ultima incluye al torovirus, que produce 
enfermedad enterica en el ganado y probablemente en el humano. 

La subfamilia Coronaviridae se divide en tres generos (I a III), 
habitualmente mencionados como grupos en base a su reactividad 
serologica y a su analisis genomico. El grupo I incluye patoge- 
nos para animales y los coronavirus humanos HCoV 229 y HCoV 
HKU1, que producen IRA. 

El grupo II incluye tambien patogenos de relevancia veterina- 
ria y los coronavirus humanos OC43 y HCoV NL 63, que causan 
IRA. Ademas, en este grupo tambien se incluyen virus que infec- 
tan ratones y ratas y producen enfermedad enterica, neurologica y 
hepatitis. 

Se ha discutido si el coronavirus productor del SARS debe ser 
incluido como un nuevo grupo de coronavirus o si es un miembro 
distante del grupo II. 

El grupo III incluye coronavirus que afectan a aves. 

El receptor para la mayorfa de los coronavirus del grupo 

1 es el CD 13 (aminopepetidasa humana) con la exception del 


HCoV-NL63 y del SARS que emplean como receptor funcional 
la ACE2 (enzima convertidora de la angiotensina 2), que esta 
presente en el epitelio nasal ciliado y en el traqueo-bronquial 
(Vease el capltulo 36 Smdrome respiratorio agudo grave). 

4.2 CORONAVIRUS CLASICOS 

La primera description de un coronavirus que afectaba a humanos 
fue realizada por Tyrrell y Bynoe en 1965, quienes lograron aislar 
un virus de un nino con un cuadro de resfrio comun por cultivo 
en traquea humana embrionaria, que al microscopio electronico 
presentaba las caracteristicas tlpicas de los coronavirus. El virus 
aislado del cultivo reprodujo un cuadro de resfrio en voluntaries 
humanos, es detir, se cumplieron los clasicos postulados de Koch. 
Se denomino a esta cepa B814. 

Pocos anos mas tarde, otros investigadores aislaron otros co- 
ronavirus de infecciones respiratorias en estudiantes de medicina 
y denominaron a las cepas 229E y OC43. Se defmieron dos se- 
rogrupos: grupo I (229E) y grupo II (OC43). La cepa OC43 es la 
prototipo. 

Cuadros clinicos y epidemiologla 

En el ser humano, los coronavirus son responsables del 2 al 10% 
de las IRAs altas, pero tambien pueden diseminarse al tracto res- 
piratorio inferior produciendo infecciones mas graves. Estos virus 
replican en las celulas del epitelio del tracto superior, lo que produ- 
ce edema, inflamacion y secreciones durante varios dlas luego de 
la destruction de las celulas en las que replied. 

Los cuadros de IRA alta por coronavirus en el hemisferio norte 
ocurren durante los meses frfos y en la primavera temprana y se re- 
gistran brotes cada 2-4 anos. Las reinfecciones son frecuentes y los 
estudios serologicos demostraron que la mayorfa de los individuos 
han sido infectados durante su vida. Algunos coronavirus producen 
gastroenteritis en humanos. 

Diagnostico 

El diagnostico de estos virus no ha sido facil dada la dificultad 
de su propagation en los cultivos celulares de empleo habitual en 
los laboratories de diagnostico. Solo pueden realizarse cultivos de 
organos traqueales de origen humano, que son difitiles de efectuar. 
Por esta razon no se estudiaban de rutina. 

En los inicios del siglo XXI, la aplicacion de tecnicas mole- 
culares ha permitido un mejor diagnostico de los coronavirus ya 
conocidos y la identification de otros nuevos que afectan al ser 
humano. 

4.3 LOS NUEVOS CORONAVIRUS RESPIRATORIOS 

SARS 

En 2003, la emergencia en Asia de un nuevo coronavirus asociado 
a un cuadro de gravedad, el Smdrome Respiratorio Agudo grave, 
en ingles Severe Acute Respiratory Syndrome -SARS- renovo el 
interes y las investigaciones sobre los coronavirus. 

Este brote se disemino rapidamente y llego a afectar a 29 
paises de America, Europa y Asia. Se registraron 8 000 infec- 
tados y 774 casos fatales, es decir, la mortalidad fue cercana 
al 10%. La transmision fue de persona a persona por contacto 
directo y por secreciones respiratorias y otros fluidos corporales 
( Capltulo 36). 

Coronavirus humano NL63 (HCoV-NL63) su descubrimiento. 

En 2004, investigadores holandeses (van der Hoek L y col.) des- 
cubrieron un nuevo coronavirus respiratorio humano (que llama- 
ron HCoV-NL63) mediante una innovadora tecnica molecular 
que denominaron VIDISCA (Virus ZJ/scovery-cDNA-AFLP). La 
ventaja de esta tecnica consiste en que no es necesario el conoci- 
miento previo de la secuencia viral, ya que la presencia de sitios 
para enzimas de restriction es suficiente para garantizar la am- 
plification. 
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En breve, el procedimiento consistio en remover residuos 
celulares, emplear DNAsas para eliminar el DNA celular (este 
tratamiento no afectaba el DNA viral por estar protegido dentro 
de la partlcula viral). Luego de purificar los acidos nucleicos vi- 
rales emplearon enzimas de restriccion conocidas, amplificaron 
los fragmentos y los clonaron y secuenciaron. El analisis de las 
secuencias demostro que existia similitud en muchos fragmentos 
con las de virus de la familia Coronaviridae, pero tambien se 
observaron divergences significativas. Se estaba en presencia de 
un nuevo virus. 

El HCoV-NL63 file descubierto en 2004 en una nina de 7 lue- 
ses con conjuntivitis y bronquiolitis, cuyas muestras resultaron 
negativas para otros virus conocidos. El nuevo virus replied y pro- 
dujo ACP en cultivos de LLC-MK 2 y en celulas de primates, pero 
no pudo ser identificado con los reactivos disponibles. A partir del 
cultivo se identified su genoma mediante el VIDISCA. La secuen- 
ciacion permitio clasificarlo en el grupo I de coronavirus. 

Cuadros cllnicos, epidemiologla y diagnostico 

Estudios posteriores demostraron que tiene una distribucion uni- 
versal, que produce IRA alta y baja, y que predomina durante el 
inviemo. Se lo ha detectado en el 1-10% de las infecciones respira- 
torias en ninos y adultos. 

El espectro de enfermedades asociadas incluye resfrfo comun, 
bronquitis, bronquiolitis, neumonia y, especialmente, crap (larin- 
go-traqueobronquitis). 

Un estudio prospective realizado en Alemania mostro un 5,2% 
de frecuencia de HCoV-NL63 en ninos pequenos con IRA baja y 
tambien frecuente co-infeccion con otros virus respiratorios. 

Se han secuenciado completamente varios aislamientos y se 
determinaron dos genotipos. Su estructura genomica es un mosaico 
con multiples sitios de recombinacion. 

© corpus El diagnostico se realiza por RT-PCR y tambien puede aislarse 
Editorial en cultivo de LLC-MK2, Vero E6 y Vero B4. 

Coronavirus Humano HKU1 (HCoV-HKUl) 

En 2005, Woo y col. comunicaron el descubrimiento en Hong 
Kong de un nuevo HCoV del grupo II, en un anciano con neumo- 
nia, que fue denominado HCoV-HKUl . 

Este virus no se propaga en las lineas celulares convencionales; 
se lo detecto por tecnicas moleculares. Los estudios de secuencia- 
cion demostraron que esta relacionado con el virus de la hepatitis 
del raton y es diferente del HCoV-OC43, el otro coronavirus cono- 
cido del grupo II. 

Posteriormente, este nuevo virus fue descrito en Australia y 
en EE. UU. En ese pais, Esper y col. (2006) detectaron el HCo 
V-HKU1 en el 1% de muestras respiratorias de ninos con IRA ne- 
gativas para los virus habituales. La mayorfa de los pacientes pre- 
sentaban IRA alta pero algunos exhibian IRA baja y en un caso, se 
observo enfermedad extrapulmonar. 

En adultos, se detecto este virus en el 2,5% de casos con neu- 
monia de la comunidad en Hong Kong. En Francia se lo detecto 
en muestras respiratorias y tambien en materia fecal de ninos y 
adultos. 

Se han observado dos genotipos que probablemente puedan 
haber evolucionado por recombinacion entre el HKU1 y otros co- 
ronavirus. 

Los intentos para propagar este virus en cultivo han sido in- 
fructuosos y su diagnostico es exclusivamente molecular. 

5. Poliomavirus respiratorios: Kl y WU 

En el ano 2007, dos nuevos poliomavirus humanos, denominados 
KIV y WUV, fueron identificados mediante un estudio molecular 
de secreciones respiratorias de ninos menores de 2 anos de edad 
con IRA. KIV y WUV son miembros de la familia Poliomavira- 
dae, poseen un genoma a DNA de doble cadena circular, covalen- 
temente cerrado, pequeno, capaz de infectar un amplio rango de 
mamlferos y aves. 


Las publicaciones iniciales de Allander y col. (2007) y Gaynor 
y col. (2007) detectaron el KIV en el 1% de muestras respiratorias 
de Suiza y en el 0,6- 3% de Australia y EE.UU., respectivamente. 
Posteriores estudios detectaron los virus KIV y WUV en nume- 
rosas partes del mundo, sugiriendo una presencia global de estos 
virus. 

Wattier y col. (2008) observaron 2% de KIV y 7% de WUV en 
367 ninos con IRA. Ademas, al estudiar 96 ninos asintomaticos, no 
encontraron KIV, pero si WUV en un 6,3% de las muestras. Las 
coinfecciones con otros virus fueron muy frecuentes observandose 
en el 25% de las muestras KIV positivas, y en el 50% de las posi- 
tivas para WUV. 

En pacientes inmunocomprometidos, Mourez y col. (2009) ob- 
servaron 8% de KIV y 1% de WUV. La coinfeccion con otros virus 
file del 37% en los pacientes KIV positivos. 

La alta frecuencia de coinfeccion observada en estos estudios 
sugiere que KIV y WUV no serlan la causa directa de las infec- 
ciones respiratorias. Se requieren mas estudios para dilucidar este 
aspecto. 

6. Rinovirus 

Historicamente, los rinovirus junto con los coronavirus son los pro- 
ductores de mas del 50% de los casos de resfrio comun (IRA alta). 
Sin embargo, debido a la escasa gravedad de los cuadros clmicos 
y a las dificultades para su aislamiento en cultivo, el estudio de ri- 
novirus habitualmente no era solicitado. Los progresos en biologla 
molecular y la disponibilidad actual de tecnicas de PCR para su 
diagnostico han permitido demostrar un nuevo impacto de los rino- 
virus, ya que -ademas de los conocidos cuadros de IRA alta- se los 
ha observado recientemente como agentes etiologicos frecuentes 
de IRA baja (del tracto inferior) en ninos, a veces de gravedad, y 
asimismo, de exacerbaciones de cuadros asmaticos y de la enfer- 
medad obstructiva cronica. 

6. 1 Caracteri'sticas de los rinovirus (Tabla 58.3) 

Los rinovirus pertenecen a la familia Picornaviridae, una de 
las familias de virus humanos mas antiguas y diversificadas, 
caracterizados por ser de pequeno tamano (=30 nm), desnudos 
y simetrla icosaedrica, poseer un genoma RNA simple cadena 
de polaridad positiva. Actualmente pertenecen al genero Ente- 
rovirus (anteriormente formaban parte del genero Rinovirus). 
Su nombre proviene de la palabra griega rhino , que significa 
nariz. 

Los rinovirus presentan mas de 100 serotipos, clasificados por 
la diversidad de epitopes antigenicos de su capside. Actualmente, 
estos serotipos se clasifican en 3 especies: A, B y C. La capside 
esta constituida por cuatro proteinas virales (VP): VP1, VP2, VP3, 
VP4, las tres primeras estan en la superficie de la particula. Estas 
proteinas derivan de una unica poliprotelna generada por el RNA 
viral que funciona como RNA mensajero. La variacion en esas pro- 
telnas de superficie es responsable de la diversidad antigenica de 
los rinovirus y de la respuesta inmune especlfica del hospedador 
luego de la infeccion. 

El aislamiento de rinovirus en cultivo requiere celulas de pri- 
mate o humanas a 33-34° C. Los rinovirus pueden ser diferencia- 
dos de otros picornaviras (poliovirus, Coxsackie) por su labilidad 
al tratamiento con acido. Inicialmente, la identificacion del aisla- 
miento se realizaba por tecnicas serologicas con antisueros policlo- 
nales por neutralizacion, de compleja realization. El crecimiento 
preferencial a 33° C, sugeria la posibilidad de que los rinovirus no 
infecten las vlas aereas inferiores, pero con estudios recientes se ha 
comprobado que este virus puede replicar en el tracto respiratorio 
inferior. 

Los receptores celulares son: la molecula de adhesion intracelular 
1 (ICAM-1) para la mayoria de los rinovirus A y B (91 serotipos), y el 
receptor lipoproteico de baja densidad (LDLR), de muy baja densidad 
(VLDLR) y una proteina asociada a LDLR (PLR) para un gmpo mino- 
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6.2 CuADROS CLiNICOS Y EPIDEMIOLOGIA 


ritario (12 serotipos). Los rinovirus C, poseen diferencias estructurales 
con los A y B, en los sitios de union a los receptores celulares. Esto su- 
giere que los rinovirus C utilizarfan un receptor diferente, que se refleja 
en la falla para hacerlos propagar en cultivos celulares tradicionales. 

El genoma es RNA de polaridad positiva (7 kb) y presenta gran 
similitud con otros miembros de la familia Picornaviridae y es 
infeccioso. El genoma contiene tres regiones que codifican para 
diferentes proteinas: PI, que codifica para las proteinas estructu- 
rales y P2 y P3 para las proteinas no estructurales. En el extremo 
3’ terminal no traducible el genoma presenta una region de poli-A. 
El extremo 5’ tiene unido una proteina Vpg, importante para la 
sintesis de una cadena negativa de RNA como templado para la 
replicacion. En este extremo tambien se encuentra una secuencia 
llamada IRES (Internal Ribosome Entry Site) que permite la union 
a la subunidad ribosomal donde comenzara la traduction proteica. 

El RNA actua directamente como mensajero y es traducido en 
una sola poliproteina de gran tamano que es luego clivada por la 
proteasa viral 3C (esencial para la replicacion) para formal - 12 pro- 
teinas estructurales y no estructurales. El RNA replica por medio 
de un intermediario de doble cadena. 

Similar a otros virus RNA, la polimerasa rinoviral (con una tasa 
de error estimada entre 10" 3 y 10" 4 errores/nucleotido/ciclo de replica- 
cion) puede acumular un gran numero de mutaciones nucleotidicas 
en un corto periodo de tiempo, situation que favorece la adaptation 
viral. Esto lleva a la evolution viral y resulta en una gran diversidad 
genetica y fenotfpica ilustrada por el alto numero de serotipos iden- 
tificados a la fecha: 77 rinovirus serotipo A, 25 serotipo B y 49 rino- 
virus C. Ademas, como en otros virus RNA, la inmunidad adaptativa 
ejerce una selection positiva sobre ciertas cuasiespecies, siendo su 
bianco la capside viral. Estos virus tienen una alta habilidadpara mu- 
tar rapidamente las proteinas de la capside conservando su capacidad 
replicativa. Por lo tanto, todas las especies y serotipos de rinovirus 
han emergido debido a la habilidad de acumular mutaciones en su 
genoma manteniendo su capacidad replicativa y de transmisibilidad. 

La ultraestructura de la capside de los rinovirus por cristalografia 
de rayos X mostro una topologia de las proteinas VP1, VP2 y VP3 
muy similar a los demas miembros de la familia Picornaviridae. 
Cada proteina de la capside esta enrollada en 8 cadenas anti-para- 
lelas P, y puede aceptar numerosas inserciones en las esquinas entre 
las cadenas. Estas inserciones dan un aspecto extemo que recibe el 
nombre de puffs y loops, que son hipervariables y constituyen el sitio 
de union a los anticuerpos neutralizantes en los picomavirus. 

La union de las proteinas VP1, VP2 y VP3 en la capside for- 
man depresiones conocidas como canones ( canyon ) que son el si- 
tio de union al receptor celular. La disposition morfologica de las 
proteinas hacen a este sitio inaccesible a anticueipos, permitiendo 
de esta manera evadir la vigilancia inmune (Figura 58.2). 


Resfrio comun 

Los rinovirus son causantes aproximadamente del 50% de los ca- 
sos de resfrio comun, cuadros habitualmente leves y autolimitados 
en adultos sanos, aunque pueden ser mas graves en neonatos, en 
ninos o adultos con infecciones cronicas pulmonares previas o in- 
munocomprometidos. 

Aunque los cuadros de resfrio comun suelen ser triviales, pro- 
ducen perdidas economicas debidas a los millones de casos de au- 
sentismo laboral y escolar, al aumento de visitas a los medicos y a 
la prescription totalmente inadecuada de antibioticos. 

La transmision de rinovirus ocurre por contacto directo, auto- 
inoculacion por manos contaminadas, fomites y aerosoles. El pe- 
riodo de incubation es de 2-3 dias y los sintomas -que duran varios 
dlas- son: congestion nasal, estornudos, odinofagia y abundante 
secretion nasal. 

Los rinovirus se registran en todo el mundo, en todo grupo eta- 
rio y durante todo el ano, aunque son mas frecuentes en otono y 
primavera en los climas templados. 

Los ninos se infectan tempranamente y aquellos en edad escolar, 
con frecuencia, introducen la infection en los hogares. La tasa de 
ataque secundaria es elevada (25-70%). Las escuelas y guarderias 
constituyen importantes sitios de diseminacion de los rinovirus. 

La ocurrencia frecuente de mas de un cuadro de resfrio por 
persona y ano se debe al alto numero de serotipos y a que la 
inmunidad es tipo-especlfica, por lo que la protection no es to- 
tal contra serotipos diferentes de aquellos que infectaron por 
primera vez. 


La infection comienza en el tracto respiratorio superior mediante jkSK 
la union de los rinovirus a receptores celulares especificos (Tabla \y[C] 
58.3). La infection del epitelio activa mecanismos de inflamacion 
y se liberan mediadores que incluyen leucotrienos; interleuquinas 
1, 6 y 8; factor de necrosis tumoral alfa y RANTES, algunos de los 
cuales son responsables de los sintomas respiratorios (Greenberg 
SB, 2007). 

Asma 

Numerosos estudios han demostrado que la exacerbation de cua- 
dros asmaticos en ninos y adultos esta frecuentemente relacionada 
con infecciones por rinovirus y por coronavirus. 

Se ha demostrado obstruction al flujo aereo e inflamacion de la 
via aerea en individuos asmaticos o atopicos luego de la infection 
por rinovirus. 


6.3 Patogenia de los rinovirus 



Figura 58.2. Hipotesis del canon: union del rinovirus al receptor celular y como pueden evadir la vigilancia inmunologica 
(adaptado de Rossman M. G. Protein Sci, 1994; 3: 1712). En este esquema se puede observar a la izquierda del slmbolo, 
la interaccion de las proteinas virales que forman el canon (en color) con el receptor celular. A la derecha, se observa que el 
fragmento Fab de un anticuerpo no puede interactuar con los sitios internos del canon. 
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Familia Picornaviridae 

Genoma 

RNA, cadena unica, polaridad positiva, 7 Kb, infeccioso 

Envoltura 

No 

Simetrfa 

Icosaedrica 

Serotipos 

Mas de 100 

Receptores 

ICAM-1: grupo mayoritario de rinovirus Ay B 

LDLR, VLDLR, PLR: grupo minoritario de rinovirus Ay B 

Desconocido para rinovirus C 

Enfermedad 

IRA alta (resfrio comun): 25-50%. Otitis, sinusitis 

IRA baja 

Exacerbation del asma bronquial y de la enfermedad obstructiva cronica 

Distribution 

Mundial, todos los grupos etarios; todo el ano con predominio en otono y primavera en 
climas templados 

Diseminacion 

Contacto directo, manos contaminadas, fomites, aerosoles. Alta frecuencia de transmision en 
escuelas, guarderias de infantes, en el hogar y tambien intra-hospitalaria 

Diagnostico directo 

Aislamiento en cultivo en celulas de primates o humanas (MRC-5 6 WI-38) a 33-34° C 

RT-PCR; RT-PCR en tiempo real 


Tabla 58.3. Caracteri'sticas de los rinovirus. 


) Corpus 
Editorial 


La disfuncion del tracto respiratorio inferior puede ser desen- 
cadenada directamente por la infeccion, o bien por mecanismos 
inflamatorios, inmunologicos o neurogenicos provocados por la 
infeccion del tracto superior. 

Estudios de infeccion experimental con rinovirus en pacientes 
asmaticos voluntaries demostraron: estrechamiento de la via aerea; 
presencia en el esputo de marcadores de activacion de eosinofilos, 
interleuquina 8 y neutrofilos; infiltration bronquial con eosino- 
filos, linfocitos T CD4 + y CD8 + ; activacion de prostaglandinas y 
leucotrienos e induction de oxido nitrico. 

Asimismo, se ha observado que la respuesta de inmunidad in- 
nata puede ser defectiva en pacientes asmaticos luego de la infec- 
cion experimental en voluntaries con rinovirus 16. 

Se detecto disminucion de la production de interferones y de la 
apoptosis, lo que favorece la replication de los rinovirus. Tambien 
existen evidencias de la disminucion de la inmunidad adquirida 
-Thl- a rinovirus en estos pacientes, en comparacion con volun- 
taries normales. 


Inmunocomprometidos 

Estudios recientes demostraron que los rinovirus son los detecta- 
dos con mayor frecuencia en estos pacientes por RT-PCR. Algunos 
pacientes con trasplante de celulas hematopoyeticas han desarro- 
llado neumonra fatal por rinovirus. En un estudio de pacientes con 
trasplante de pulmon, se ha detectado infeccion activa y persistente 
de las vias aereas inferiores. 

Asintomaticos 

El uso de tecnicas moleculares para la detection de rinovirus, ha 
revelado una incidencia sorprendentemente alta de infecciones 
asintomaticas. Estudios recientes han detectado un 12-20 % de po- 
sitividad para rinovirus en muestras provenientes de personas sin 
sintomas. Asimismo, en un rnodelo de infeccion experimental con 
rinovirus en voluntaries se observo que el 20-30 % de los mismos 
se mantuvieron asintomaticos. 

6.4 Diagnostico 


Enfermedad obstructiva cronica 

Multiples estudios demostraron la importancia de las infecciones vi- 
rales en la exacerbation de la bronquitis cronica, siendo los rinovirus 
responsables del 43% de estas infecciones. Los posibles mecanis- 
mos estan en estudio y se postula una sobre-regulacion del receptor 
ICAM-1 en la mucosa bronquial en los pacientes con enfennedad 
pulmonar obstructiva cronica, lo que favorece una mayor replication 
viral y/o el papel de los mediadores de inflamacion liberados. 

Otitis y sinusitis 

Las infecciones virales, en especial por los rinovirus, son impor- 
tantes cofactores que predisponen al desarrollo de otitis media en 
ninos y tambien de sinusitis. 

La inflamacion que resulta del dano mucociliar disminuye la 
ventilation en el ofdo medio y aumenta la cantidad de mucus en la 
trompa de Eustaquio, lo que lleva a la sobreinfeccion bacteriana y 
a la acumulacion de fluidos, en los que se han detectado rinovirus 
en el 40% de los ninos con otitis media. Tambien se ha encontra- 
do rinovirus en cepillados sinusales de pacientes con sinusitis; una 
proportion menor de estos pacientes, presentaba coinfection con 
bacterias. 

A pesar que rnuchos casos de otitis media y sinusitis se diag- 
nostiquen como complicaciones bacterianas de las infecciones por 
rinovirus, es frecuente que la infeccion sea directamente atribuible 
al rinovirus, y por lo tanto no requiera tratamiento antibiotico. 


Los rinovirus pueden aislarse en cultivos convencionales de ori- 
gen humano o de primate (WI/38 o MRC-5) a 33-34 2 C. Producen 
ACP en forma rapida y se pueden diferenciar de otros picomavi- 
rus por su labilidad al tratamiento con acido. La identification de 
los virus aislados se puede realizar por neutralization, proceso 
muy complejo, o por inmunofluorescencia sobre el cultivo, que 
permite diferenciar rinovirus de enterovirus. El diagnostico de 
rutina de rinovirus en los laboratories de Virologfa Clrnica no 
se ha implementado debido a la imposibilidad de algunas cepas 
para propagarse en cultivos celulares; la dificultad y tiempo que 
demanda el aislamiento; la ineficacia del ensayo de labilidad aci- 
da para diferenciar ciertas cepas de rinovirus de enterovirus; y 
la extrema variabilidad antigenica que no permite la detection 
directa de antrgenos. 

Recientemente, se han disenado varias RT-PCRs para la detec- 
tion de rinovirus: algunas tienen como bianco regiones comunes 
con enterovirus y otras son esperificas para rinovirus. La portion 
5’ no codificante del genoma de los rinovirus contiene una secuen- 
cia altamente conservada que puede ser utilizada para la amplifi- 
cation y permite una detection altamente sensible de los mismos. 
Sin embargo, esta region no permite asignar relaciones filogeneti- 
cas. Mediante la secuenciacion parcial de la region VP4/VP2 del 
genoma y su posterior analisis filogenetico, es posible identificar 
las especies de rinovirus, evaluar la asociacion entre las distintas 
especies y las manifestaciones clmicas de la infeccion. 
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La deteccion de anticuerpos, si bien disponible, no es de valor 
clinico dado el gran numero de serotipos. Ademas, seria necesario 
realizar tecnicas de neutralization serotipo-especlficas para detec- 
tar el aumento de anticuerpos sericos luego de una infeccion re- 
ciente, lo que resulta poco practico. 

La reciente aplicacion de RT-PCR y de RT-PCR en tiempo real 
a diversas muestras respiratorias ha aumentado enormemente la 
sensibilidad de deteccion de rinovirus, lo que ha permitido obser- 
var un nuevo e importante impacto de estos virus tanto en las IRA 
altas como bajas. 

6.5 El nuevo impacto de los rinovirus en las IRA altas y bajas en 

LA POBLACION PEDIATRIC A POR MEDIO DEL DIAGNOSTICO MOLECULAR 

Numerosos estudios en diferentes poblaciones empleando tecnicas 
de RT-PCR han demostrado claramente una mayor frecuencia de 
rinovirus que la habitualmente detectada por cultivo. Arden y col., 
en Australia, estudiaron aspirados nasofaringeos de 315 ninos me- 
nores de 5 anos internados con IRA baja con 17 diferentes PCRs y 
RT-PCRs para todos los virus clasicos y emergentes. Observaron 
que los rinovirus fueron los primeros en frecuencia, detectandose 
en el 44,4% de las muestras. Los rinovirus se detectaron en el 38% 
de los pacientes con IRA baja como unico patageno y en el 77% en 
los casos en coinfeccion con otros virus. 

Kusel MM y col. (2006) realizaron en Australia el primer es- 
tudio prospective de cohorte sobre morbilidad de virus respirato- 
rios en menores de un ano (n = 984) por tecnicas moleculares en 
aspirados nasofaringeos. Los episodios de IRA observados fueron 
2-5 por nino durante el primer ano de vida, de los que un tercio fue 
de IRA baja. La frecuencia total de virus detectados file del 69%. 
Sorprendentemente, los rinovirus fueron los detectados con mayor 
frecuencia (48,5% de los casos), seguidos por virus sincicial res- 
piratorio (10%). La frecuencia de rinovirus en las IRA altas fue 10 
veces mayor que para sincicial respiratorio, mientras que en IRA 
baja con sibilancias fue 3 veces mayor para rinovirus que para sin- 
cicial respiratorio. 

Wright PF y col. (2007) demostraron por RT-PCR en tiem- 
po real el genoma de rinovirus en el 36% de muestras de lava- 
do nasal de pacientes con sintomas de IRA alta, pero ademas, 
lo detectaron en el 22% de las muestras obtenidas de pacientes 
sin smtomas respiratorios. En individuos con multiples muestras 
observaron positividad por periodos muy prolongados. Un estu- 
dio reciente, Piotrowska y col. (2009) demostro que los rinovirus 
fueron la mayor causa de sibilancias y hospitalization en ninos 
menores de 2 anos. 

En un estudio preliminar, realizado en el laboratorio de Virolo- 
gia de CEMIC, en 186 ninos menores de 5 anos ambulatorios que 
presentaban cuadros de IRA alta y baja, se detecta un 27% de rino- 
virus, mediante una RT-PCR en tiempo real. En estos pacientes se 


encontro 2% de coinfeccion con otros virus respiratorios. Ademas, 
para determinar las especies circulantes, se realizo en 6 pacientes 
el analisis filogenetico de la region VP2/VP4, y se encontro en esta 
poblacion argentina que 3 cepas pertenecian a la especie A y 3 a 
la especie C ( Marcone D, Carballal G y col. "Los rinovirus son 
la causa mas frecuente de infeccion respiratoria aguda en ninos 
ambulatorios en Bs. As., Argentina. Congreso de Virologfa, Soc. 
Argent. Virol. Bs. As., 2011). 

Estos resultados indican que, a pesar de la elevada deteccion 
del genoma de rinovirus por RT-PCR en muestras respiratorias, 
seran necesarias mas investigaciones para establecer el grado de 
impacto real de estos virus en las IRA del tracto inferior. 

6.6 Tratamiento y Prevencion 

No existe tratamiento esperifico para estos virus, siendo el trata- 
miento actual sintomatico (vease el Capitulo 38 Infecciones respi- 
ratorias en adultos). Es de destacar que los antibioticos son total- 
mente inapropiados, aunque son prescritos con frecuencia. 

Se han ensayado diferentes estrategias de tratamiento especi- 
fico tales como la aplicacion de Interferon alfa 2; el bloqueo del 
receptor ICAM-1; drogas que inhiben la adsorcion de la capside y 
bloquean la descapsidacion in vitro (pleconavir); compuestos que 
inhiben la proteasa 3C, necesaria para la replication y el ensamble 
viral (rupintrivir), etc. Sin embargo, ninguno de estos tratamientos 
ha demostrado ser eficaz y libre de efectos colaterales adversos. 

A1 momenta actual no existen vacunas disponibles. Es impro- 
bable que esten disponibles en un future cercano debido a la exis- 
tencia de mas de 100 serotipos y a que la respuesta inmune contra 
un serotipo no protege totalmente contra los otros. Ademas, dada la 
estructura de la capside viral (ver hipotesis del canon, Figura 58.2), 
el sitio de interaction con el receptor celular es de dificil acceso 
para los anticuerpos. 

En cuanto a la prevencion, dado que los rinovirus se pueden 
recuperar de las manos contaminadas de los pacientes con resfrfo 
contain, el lavado correcto y frecuente de manos asi como el uso de 
antisepticos virucidas (yodo al 2%, acidos organicos, etc.) han de- 
mostrado ser efectivos para disminuir la transmision de estos virus. 

6.7 CONCLUSIONES 

El rol de los rinovirus en las infecciones respiratorias habia 
sido subestimado cuando se empleaban para su deteccion proce- 
dimientos clasicos de aislamiento en cultivo. En la actualidad, las 
tecnicas moleculares han demostrado una significativa asociacion 
etiologica de los rinovirus tanto en las IRAs altas como bajas. 

Numerosos grupos estan realizando investigaciones sobre pa- 
togenia, filogenia y respuesta inmune, indispensables para el future 
desarrollo de antivirales esperificos. 
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1. CARACTERISTICAS DE LOS VIRUS INFLUENZA A Y EL 
POTENCIAL PANDEMICO DE LAS CEPAS DE INFLUENZA AVIAR 

La Organization Mundial de la Salud (OMS) comunico, a fines de 
abril de 2009, la aparicion de una enfermedad humana causada 
por una nueva cepa de influenza A (H1N1). 

Se resumett en este capita lo los datos initiates de esta pan- 
demia a nivel mundial y en Argentina durante el aiio 2009. Se 
incluyen aqui datos epidemiologicos y de diagnostico. 

Los origenes de la cepa pandemica, su genomay constituy eli- 
tes asociados a mecanismos patogenicos se detallan en el Capitu- 

10 5 (Patogenia de las infecciones virales). 

Los virus influenza A pertenecen a la familia Orthomyxoviridae; 
poseen 8 segmentos de RNA de cadena negativa que codifican para 

1 1 proteinas conocidas. De ellas, las 2 glicoprotelnas de superficie, 
la hemaglutinina (HA) y la neuraminidasa (NA) permiten diferen- 
ciar los multiples subtipos de virus serologicamente diferentes. Las 
caracteristicas morfologicas y las definiciones, imprescindibles para 
comprender este tema, de cambios antigenicos mayores (antigenic 
shift), productores de pandemias, y cambios antigenicos menores 
(antigenic drift), productores de los brotes epidemicos anuales de 
influenza estacional, se describen en el Capitulo 14, Orthomixovirus. 

Es bien conocido que los virus influenza A pueden presentar 
1 6 HA y 9 NA diferentes en las aves acuaticas salvajes, que consti- 
tuyen los hospederos naturales de los virus influenza A y, por ello, 
son los reservorios desde los cuales esos virus emergen para in- 
fectar a las aves domesticas y, ocasionalmente, a los mamlferos 
incluyendo al ser humano y al cerdo. 

De las 16 HA conocidas, 6 se han detectado en casos humanos (HI, 
H2, H3, H5, H7 y H9). Tres de ellas (HI, H2 y H3) produjeron pande- 
mias durante el siglo XX, debido a los cambios antigenicos mayores 
(antigenic shift) que involucraron la reasociacion de genes de origen 
animal en una nueva HA con genes de cepas de influenza estacional. 

Este evento puede ocurrir en los raros casos de infeccion si- 
multanea, en una misma celula, con cepas de influenza estacional 
y cepas zoonoticas, tales como H5N 1 (influenza aviar, u otras) que 
fuera postulada como una probable nueva cepa pandemica. 

La mayorfa de los virus influenza que infectan aves domesticas 
o salvajes causan en ellas una enfermedad asintomatica o limitada 
y se denominan virus de influenza aviaria de baja patogenicidad 
(LPAI - Low pathogencity avian influenza-). Sin embargo, los virus 
de los subtipos H5 y H7 poseen la capacidad de adquirir propieda- 
des geneticas que le confieren alta virulencia y producen elevada 
letalidad en aves domesticas. Esos virus se denominan influenza 
aviaria de alta patogenicidad (HPAI -High pathogenicity avian in- 
fluenza-). Los virus LPAI (H9N2), prevalentes en aves domesticas 
en muchos paises, tambien poseen potencial pandemico. 

A fines del siglo XX, en areas muy limitadas del planeta, al- 
gunos subtipos de influenza aviaria HPAI H5 y H7 se observaron 
asociados esporadicamente con infeccion humana grave y con ele- 
vada mortalidad (50%) como resultado de una transmision directa 


desde las aves domesticas a individuos que estaban en contacto 
directo con esos animales por razones laborales. Sin embargo, nin- 
guno de esos virus habla adquirido la capacidad de transmitirse 
eficientemente entre humanos. Debido a la extraordinaria expan- 
sion geografica del subtipo H5N 1 desde el aiio 2003 y a la continua 
aparicion de casos esporadicos en humanos, se sospecho un gran 
potencial pandemico de esa cepa. Sin embargo, la primer pandemia 
del siglo XXI fue de un origen diferente. 

1. 1. Las pandemias del siglo xx 

Cuando un virus influenza (que posee una HA contra la cual la po- 
blacion humana tiene poca o ninguna inmunidad) desarrolla cam- 
bios geneticos que le confieren la capacidad de cruzar la barrera de 
las especies y, ademas, adquiere la capacidad de transmitirse efi- 
cientemente entre humanos, el resultado puede ser una pandemia. 

En el siglo XX ocurrieron tres pandemias por diferentes subti- 
pos de virus influenza A. La primera se registro en 1918 y fue pro- 
ducida por una cepa H1N1 denominada "gripe espanola", que se 
disemino a todo el planeta y produjo 50 millones de casos fatales, 
cifra mayor que la producida por todas las guerras, la tuberculosis 
y la epidemia de SIDA. 

La segunda pandemia se registro en 1957 y fue producida por 
una cepa H2N2. La tercer pandemia se observo en 1968 y la cau- 
sante fue una cepa H3N2. Sin embargo, ninguna de esas cepas pan- 
demicas posela la mutacion en el sitio de clivaje de la HA, caracte- 
rlstica de los virus HPAI. Por ello, el genotipo HPAI parece no ser 
requerido para que un virus influenza pueda causar una pandemia 
(vease el Capitulo 5 Patogenia de las infecciones virales). 

Aunque la gravedad de un virus pandemico no puede ser reco- 
nocida con anterioridad, las tasas de ataque pueden alcanzar un 25- 
35%. Como consecuencia, el numero de personas que requieran 
atencion medica puede rapidamente colapsar todos los sistemas de 
salud de un pals. 

La comparacion entre las cepas pandemicas del siglo XX y la 
nueva influenza A H1N1, productora de la pandemia de 2009, se 
describen en el Capitulo 5. 

Desde hace alios, circulan en la poblacion humana virus influenza 
A con tres subtipos diferentes de HA (HI, H2 y H3), ademas del in- 
fluenza B. Dos de esos subtipos, H1N1 y H3N2, producen las epide- 
mias de influenza estacional en todo el mundo que se registran durante 
cada temporada invemal. La mortalidad asociada a esta influenza esta- 
cional, ya sea por neumonla viral primaria o por infeccion bacteriana 
sobre-agregada, es habitualmente menor al 1% y se observa en gmpos 
de riesgo (ancianos, pacientes con cardiopatias congenitas, enferme- 
dades pulmonares previas, inmunosuprimidos, etc.). Los casos fatales 
de influenza estacional notificados cada aiio en EE.UU. son aproxima- 
damente 36.000 y en Argentina 1.500 a 2.000. 

2. Los INICIOS DE LA PANDEMIA 

POR EL NUEVO VIRUS INFLUENZA A (hInI) 

Del 24 de marzo al 29 de abril de 2009, se produjo en Mexico un 
aumento brusco de los pacientes que requerlan hospitalizacion por 
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neumonia y se observo un aumento alarmante de la mortalidad por 
cuadros respiratorios. En ese periodo, se denunciaron al sistema 
nacional de vigilancia epidemiologica de ese pals 2.155 casos de 
neumonla grave, de los cuales 821 requirieron hospitalization y 
100 fueron casos fatales. 

Esto produjo una alerta mundial ya que se esperaba, desde hace 
anos, una nueva cepa pandemica de influenza, probablemente de 
origen aviar. El nuevo vims emergente fue aislado en cultivo ce- 
lular y secuenciado. Se observo que su estructura genomica era 
diferente a la de todos los vims de influenza A conocidos hasta el 
momento y que contenia genes virales de origen porcino, aviar y 
humano. Rapidamente, se disenaron los primers especificos para 
su dignostico por RT-PCR en tiempo real. 

En los primeros casos detectados en Mexico llamo la atencion el 
hecho que el 87% de las muertes y el 70% de los casos de neumonia 
grave se observaron en pacientes de 5-59 anos, cifras muy superio- 
res a las registradas en perfodos anteriores para ese gmpo etario. Se 
sugirio que la relativa protection de personas mayores de 60 anos 
podria deberse a exposition a cepas H 1N1 durante la infancia antes 
de la pandemia de 1957 (Chowel G, et al., N Engl J Med, 2009). 

La epidemia se extendio rapidamente, en primer termino a 
EE.UU., luego a Canada y, finalmente a la mayoria de los paises. 
En las Figuras 59.1 y 59.2 se observan los casos confirmados por 
estudio virologico y notificados a la Organization Mundial de 
la Salud (OMS). Al 18 de mayo de 2009, los casos confirmados 
fueron 8.829 incluyendo 74 casos fatales (Figura 59.1). Solo tres 
semanas despues, 3 de junio de 2009, se observo una mayor dise- 
minacion de la pandemia y los casos confirmados se duplicaron, 
ascendiendo a 19.273 con 117 casos fatales. 

Al 6 de julio de 2009 los casos confirmados a nivel mundial 
alcanzaron 94.512 incluyendo 429 casos fatales (Figura 59.2). La 
expansion de la pandemia continuo. 

Los ultimos datos infonnados por la OMS en su pagina web ( 
www. who.int/ Flunet, 4 de julio de 2010) indican que las muer- 
tes asociadas al vims influenza A (H1N1) en el mundo desde el 
comienzo de la pandemia en el 2009 y hasta el 4 de julio de 2010 
ascendieron al menos a 18.311 casos. Sin embargo, el numero de 
casos confirmados por laboratorio son menores al real numero de 
casos. En EE. UU. se registraron 59 millones de casos, de los cua- 
les 265.000 requirieron intemacion y 12.000 fueron casos fatales. 

En la Figura 59.3 se puede observar la vigilancia epidemiolo- 
gica de influenza en EE. UU. desde el ano 2008 hasta los comien- 
zos de la pandemia en 2009. Se observa la circulation de los vims 
de influenza estacional durante 2008 y la disminucion del numero 
casos de enfermedad tipo influenza a partir de la primavera. En 
la semana epidemiologica 17 (20 de abril, 2009), se registro un 
aumento inusitado del numero de casos para esa epoca del ano. De 
ellos, un elevado porcentaje correspondio a la nueva cepa H1N1 
que co-circulo junto con distintos subtipos de influenza estacional. 

3. Fases de alerta de pandemia: definiciones 

De acuerdo a la OMS las fases de Alerta de Pandemia para vims 
influenza son: 

• Fase 1-3: Infection predominate en animates y escasas en 
humanos. 

• Fase 4: Transmision sostenida de humano a humano. 

• Fase 5: Focos de transmision interhumana en al menos dos 
parses dentro de una region de la OMS. Estafase indica que el 
tiempo disponible para lafinalizar las tareas de organization, 
comunicacion e implementation para los planes de mitigation 
es breve. 

• Fase 6: Una pandemia global esta ocurriendo. Mas de 70 par- 
ses comunicaron inicialmente numeros crecientes de casos de 
transmision interhumana con el nuevo virus influenza A. 

• Post-pandemia: actividad estacional de influenza. 


El 3 de junio de 2009, la OMS comunico que el nivel de alerta 
de pandemia continuo siendo de Fase 5. Sin embargo, el 11 de 
junio de 2009, la OMS elevo el nivel de alerta de pandemia a 
Fase 6. Esta decision indico que se registraba una importante dise- 
minacion del nuevo vims emergente con transmision interhumana 
en diferentes comunidades en multiples areas del planeta, pero no 
se referfa a la gravedad de la enfermedad. 

Al comienzo de la pandemia se desconocia la patogenia de la 
enfermedad y los gmpos con mayor riesgo de enfermedad grave. 
No existian vacunas especificas, aunque estas se desarrollaron ra- 
pidamente. Si existian drogas antivirales especificas como oselta- 
mivir y zanamivir, ambas inhibidoras de la neuraminidasa viral. 

Desde el comienzo de la pandemia existio una preocupacion 
por la situation de los paises del hemisferio sur en los que la pan- 
demia coincidirla con el otono e inviemo y, por ende, con la circu- 
lation de la influenza estacional y de los demas virus respiratorios. 
Se anticipo que la dificultad en acceder rapidamente a una asisten- 
cia medica adecuada y a las condiciones de higiene y education, 
asi como tambien al nivel de alerta necesario podran agravar la 
situation en las poblaciones carenciadas. 

4. El virus: su nombre y patogenesis 

Inicialmente, se lo denomino "virus de la gripe porcina" debido a 
que los primeros estudios mostraban alguna similitud de este nue- 
vo virus con un virus que infectaba cerdos en EE. UU., aunque 
el nuevo vims no habia circulado en porcinos; otro nombre fue 
influenza mejicana, porque los primeros casos se habian detectado 
en ese pals. Sin embargo, ninguno de estos nombres fueron total- 
mente correctos. La denomination de influenza A (H1N1) tampoco 
es correcta dado que no es especifica, debido a que habitualmen- 
te circulan en la poblacion mundial cepas de influenza A H1N1, 
causantes de influenza estacional. Asimismo, el vims causante de 
la pandemia de 1918 -gripe espanola- tambien correspondia a un 
subtipo H1N1. Por el momento, el nombre mas aceptado es nueva 
influenza A (H1N1). En la literatura inglesa tambien se lo denomi- 
na S-OIV ( swine-origin influenza virus). 

Los estudios genomicos demostraron que este virus emergio 
como una triple reasociacion que contiene cinco genes de influenza 
porcina de dos linajes diferentes: EE.UU. (genes de hemaglutini- 
na, nucleoproteina y proteinas no estructurales) y Eurasia (genes 
de neuraminidasa y matriz); dos genes de influenza aviar (genes 
de polimerasa basica 2 y polimerasa acida); y un gen de influenza 
humano (gen de polimerasa basica 1). La composition genica del 
vims se describe en el Capitulo 5. 

Se han detectado varios grupos geneticos y se desconoce si 
existirian diferencias en los cuadros clinicos que produce. Se ha 
observado que replica en mayores tltulos que la influenza estacio- 
nal en pulmon en animales pero, sin embargo la cepa A (H1N1) 
carece de las mutaciones asociadas a patogenicidad aumentada 
descriptas para otros virus influenza. 

4.1. Patogenesis 

La hemaglutinina (HA) de la cepa pandemica, al igual que las ce- 
pas de influenza estacional, se une a residuos de acido sialico uni- 
dos a galactosa por un enlace alfa 2-6 presentes en la mucosa nasal, 
paranasal, faringea, traqueal y bronquial. Pero, a diferencia de las 
cepas estacionales, tambien se une a los receptores de acido sialico 
unidos a galactosa por un enlace alfa 2-3, que estan presentes en 
conjuntiva, tracto respiratorio bajo y neumocitos alveo lares tipo I y 
II. Esta capacidad de replicar eficientemente en tejido pulmonar es 
la causa de la neumonia viral primaria. 

El estudio histopatologico del pulmon de los casos fatales ha 
demostrado un dano alveolar difuso con membrana hialina y ede- 
ma septal, traqueitis; bronquiolitis necrotizante, congestion vascu- 
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Figura 59.1 . Los primeros casos de la nueva influenza A (HI N1), confirmados por estudio virologico y notificados a 
la OMS al 18 de mayo de 2009. 
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Figura 59.2. Casos de la nueva influenza A (HI N1 ), confirmados por estudio virologico y notificados a la OMS al 6 de julio 
de 2009. En esa fecha el nivel de alerta de pandemia era fase 5. 
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Figura 59.3. Corredor endemico de influenza en EE. UU. Desde fines de 2008 (semanas epidemiologicas 40 a 52) hasta 
comienzos de 2009 (semanas epidemiologicas 1 a 17). 
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lar pulmonar y hemorragias. En aproximadamente el 30% de los 
casos fatales tambien se ha observado bronconeumoma bacteriana 
sobre-agregada. 

La cepa pandemica induce un patron de mediadores pro-infla- 
matorios in vitro similar a la de las cepas estacionales, pero no 
activa en forma efectiva a la respuesta de la inmunidad innata anti- 
viral en celulas dendriticas y macrofagos alveolares. Los niveles 
aumentados de interleuquinas 15, 12p70, 8 y 6, podrlan ser marca- 
dores de enfermedad grave. 

El detalle de los origenes de la nueva cepa pandemica, su ge- 
noma, los constituyentes virales que se relational! a mecanismos 
patogenicos de la enfermedad, y la respuesta inmune que permite 
la limitation viral se describe!! en los captiulos 5 y 7. 

5. Transmision viral y peri'odo de contagio 

Como todos los virus respiratorios, los virus influenza se transmiten 
por via respiratoria, por ingreso a traves de las mucosas de nariz, boca 
o conjuntiva de secreciones que los individuos infectados eliminan 
durante el acto de toser o estomudar. Tambien es muy importante la 
transmision por manos contaminadas o por fomites (elementos en 
contacto con secreciones infectadas; vease el capltulo 13, Infecciones 
respiratorios de origen viral: Impacto y diagnostico etiologico). 

Para controlar la transmision respiratoria se deben emplear las 
medidas de aislamiento respiratorio. Para evitar la transmision por 
contacto se sugiere evitar el contacto social (besos, estrechar ma- 
nos, etc.), realizar un lavado cuidadoso y frecuente de manos y 
extremar las medidas de higiene. 

El nuevo virus influenza A (El INI) no se transmite mediante 
la ingesta de alimentos de origen porcino, adecuadamente cocidos, 
ya que una temperatura de 70°C (habitualmente empleada para la 
preparacion de embutidos u otros productos derivados del cerdo) 
lo inactiva totalmente. El virus no se encuentra en el tejido mus- 
cular. Ademas, es un virus labil al pH acido estomacal y a las sales 
biliares. 

El virus es viable fuera del organismo por 12 h. en superficies 
porosas y hasta 24 h. en superficies no porosas. Debido a la presen- 
cia de envoltura, este virus es labil al calor, a la desecacion y a los 
antisepticos comunes como jabon, detergentes, etanol 70% y agua 
lavandina al 10%, que lo inactivan rapidamente. 

5 . 1 Periodo de contagio 

Se aceptan los mismos periodos que para otros virus influenza. 
Las personas infectadas con influenza A (H1N1) deben conside- 
rarse como fuentes potenciales de contagio desde un dia antes 
de la aparicion de los smtomas y hasta 7 dias despues. Por este 
motivo, un individuo aparentemente sano pero ya infectado pue- 
de contagiar, lo que facilita la transmision de este virus en via- 
jeros. Aquellos pacientes que continuan con smtomas mas alia 
de ese periodo, deben considerarse potencialmente contagiosos 
hasta que la sintomatologia desaparezca. Los ninos pequenos y 
los pacientes inmuno-comprometidos son contagiosos por perio- 
dos mas prolongados (semanas en el primer caso, hasta meses en 
el segundo). 

6. CUADRO CLl'lUICO Y DEFINICIONES 

El periodo de incubacion es de 1,5 a 3 dias, similar al de la influen- 
za estacional. En algunos casos ha llegado a ser de 7 dias. 

Los cuadros clinicos abarcan un amplio espectro que va desde 
un cuadro de infeccion respiratoria del tracto superior (con o sin 
fiebre) hasta una neumonla viral fulminante. Los smtomas sistemi- 
cos de gripe son muy frecuentes y los smtomas gastrointestinales 
son mas frecuentes que con la gripe estacional. 

La mayoria de los casos son agudos y autolimitados y la tasa 
de ataque es mayor en ninos y adultos jovenes. La tasa global de 
ataque file estimada en 11%. 


La causa principal de hospitalizacion es la neumonitis viral di- 
fusa con hipoxemia grave, sindrome respiratorio grave y, a veces, 
shock y falla renal. Se ha publicado que el 25% de los pacientes 
intemados y/o fallecidos no presentaban condiciones medicas pre- 
existentes. Asimismo, las embarazadas, en especial en el tercer 
trimestre, o los pacientes con condiciones neurologicas previas 
presentaron con mayor frecuencia cuadros graves. 

La mortalidad global file estimada en aproximadamente 0,5%. 
Los casos mas severos se observaron en ninos y adultos jovenes, a 
diferencia de la influenza estacional que suele ser grave en mayores 
de 65 anos. 


Estas definiciones clasicas se aplican a influenza y a los demas vi- 
rus respiratorios. Dc acuerdo al Ministerio de Salud (Argentina) 
son: 

Enfermedad Tipo Influenza (ETI). Aparicion subita de fiebre 
superior a 38°C, y ademas un signo o sintoma respiratorio (tos o 
dolor de garganta) y otro sistemico (mialgias, astenia, etc.) en au- 
sencia de otras causas. 

Infeccion respiratoria aguda grave (IRAG) para mayores 
de 5 anos: aparicion subita de fiebre superior a 38° C, mas tos o 
dolor de garganta y disnea o dificultad para respirar. 

Infeccion respiratoria aguda grave (IRAG) para ninos me- 
nores 5 de anos: sospecha clinica de la presencia de neumonia o 
neumonia grave y requiera hospitalizacion. 

Neumonia. Aparicion subita de fiebre (>38°C) con tos y dis- 
nea. Puede estar acompanada de dolor toraxico y taquipnea. 


En los comienzos de la pandemia, de acuerdo al Ministerio de Sa- 
lud, Argentina, las definiciones fueron: 

Caso sospechoso. Toda persona que presente enfennedad res- 
piratoria aguda febril (>38° C) en un espectro que va de enferme- 
dad tipo influenza a neumonia y que: 

- Presente smtomas dentro de los 7 dias posteriores a la fecha de 

su salida de zonas afectadas con transmision humano-humano 

sostenida (segun listado de paises de OMS, Mexico, Estados 

Unidos, Canada, Chile), o 

- Presente smtomas en los proximos 7 dias a haber tenido contac- 

to estrecho con un caso sospechoso o confirmado de influenza 

A(H1N1). 

En ambos casos, si se considera un cluster, el periodo debe 
extenderse a 14 dias. Se define como cluster, dos o mas personas 
que presenten enfermedad respiratoria aguda inusitada con fiebre 
(>38° C) y que hayan iniciado smtomas dentro de los 14 dias en 
una misma area geografica o con nexo epidemiologico, o que ha- 
yan muerto por enfermedad respiratoria aguda inusitada 

Contacto estrecho. Aquella persona que haya cuidado o convi- 
vido con una caso confirmado sospechoso de influenza A (H1N1), 
o haya estado en un lugar donde existio una alta probabilidad de 
contacto con secreciones respiratorias de una persona infectada. 
Ejemplos: besos, abrazos, compartir elementos de cocina, examenes 
medicos o cualquier contacto entre personas que hayan estado ex- 
puesta a secreciones respiratorias de los casos. 

Caso confirmado. Aquel en que se detecto por estudios virolo- 
gicos la presencia del nuevo virus A (H INI ). 

En julio del 2009, dada la amplia circulacion del nuevo vi- 
rus en Argentina, las autoridades modificaron la definicion de 
Caso Sospechoso. La nueva definicion fue la siguiente: Toda 
persona que presente enfermedad aguda febril desde ETI a 
neumonia. 


6. 1 Definiciones de caso probable, sospechoso y confirmado 


6.2 Definiciones de caso para influenza a (hInI) 
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7. Diagnostic*) virologico 

que pacientes realizarel diagnostic*) de influenzaA(HlNl)? 

En los comienzos de la pandemia, en Argentina se realizaba la 
obtencion de hisopados a todos los casos sospechosos, es decir, a 
aquellos con nexo epidemiologico. Por disposicion del Ministerio 
de Salud, estas muestras debian ser derivadas al Instituto Nacio- 
nal de Microbiologia "Carlos G. Malbran" quien centralizaba el 
diagnostico. Recien el 1 1 de junio de 2009 se autorizo a algunos 
laboratorios especializados a realizar el diagnostico. 

A fines de junio, dado el elevadisimo numero de pacientes 
ambulatorios que concurrian a consultas por cuadros de ETI y, 
con el objetivo de reservar los reactivos diagnosticos para pa- 
cientes criticos, se modified el criterio para obtencion de mues- 
tras. Se propuso realizar el diagnostico de influenza A (H1N1) 
solamente a: casos de Infeccion Respiratoria Aguda Grave que 
requiriera internacion; casos con factores de riesgo (inmunosu- 
primidos, trasplantados, diabeticos, insuficiencia renal, mayores 
de 65 anos, adultos o ninos de cualquier edad con afecciones 
respiratorias cronicas (cardiopatia, asma grave, enfisema, enfer- 
medad fibroquistica, etc.); embarazadas que cursaran el 2 do o 3 er 
trimestre durante la epoca de influenza; personal de salud que 
cumpliera con la definicion de caso sospechoso; ninos en riesgo 
entre los 6 meses y los 5 anos de edad (prematuros o con displa- 
sia bronco-pulmonar). Ademas, para continuar con la vigilancia 
epidemiologica se sugirio realizar diagnostico a 1 de cada 10 
pacientes ambulatorios. 

7. 1 . Muestras respiratorias 


) Corpus 
Editorial 


Las muestras se deben obtener lo antes posible luego de la apa- 
ricion de los sintomas, de preferencia dentro de los primeros 3 
dias. Es necesario utilizar elementos de proteccion individual 
que se detallan mas abajo. Las muestras para ninos y adultos 
son: 

Para Internados 

• Aspirado nasofaringeo (muestra de eleccion). 

• Aspirado endotraqueal o lavado broncoalveolar, si el paciente 
esta intubado. 

Tambien pueden obtenerse las mismas muestras que para am- 
bulatorios. 

Para Ambulatorios 

• Hisopado nasofaringeo, eon hisopos flexibles (de eleccion, 
segun la American Society for Microbiology, ASM, 2009). 

• Hisopado nasal y orofaringeo combinado, con hisopos rigidos. 


7.2 Procedimiento de obtencion 


El operador que realice la toma de muestras debera eoloearse 
los elementos de proteccion personal (barbijo N95 6 doble bar- 
bijo, camisolin, guantes y antiparras). 

Dado que la obtencion de la muestra adecuada es imprescindi- 
ble para un diagnostico correcto, se describen en detalle los proce- 
dimientos de obtencion, de acuerdo a las normas del laboratorio de 
Virologia de CEMIC. 


• Para obtener el hisopado faringeo: sostener la lengua con 
baja-lengua y frotar suavemente un segundo hisopo sobre 
las dos amigdalas. Colocar este segundo hisopo en el mismo 
tubo con MTV. 

• Cerrar el tubo con los dos hisopos hermeticamente, ase- 
gurandose no producir derrames, y colocarlo en una bolsa 
plastica hermetica con cierre hermetico, o bien cerrar con 
agrafadora. 

• Colocar la bolsa con el tubo en un contenedor plastico especial 
para envio de muestras en condiciones de Bioseguridad (enva- 
se secundario). Si no se dispone del mismo, puede usarse un 
recipiente plastico grande con boca ancha y tapa a rosea. 

• Colocar en heladera o recipiente de poliestireno expandido 
(telgopor) con tapa (envase terciario): 1- El contenedor con 
las muestras; 2- Las ordenes y fichas epidemiologicas (dentro 
de otra bolsa o folio plastico); 3- Un refrigerante en gel. 

Hisopado nasofaringeo 

■ Para esta muestra deben usarse solamente hisopos flexibles. 

■ Rotular con marcador indeleble un tubo de MTV. 

■ Inclinar la cabeza del paciente hacia atras a 45 grados e inser- 
tar el hisopo flexible en una narina hasta que se encuentre una 
ligera resistencia al encontrar la nasofaringe. 

■ Rotar el hisopo 2-3 veces y mantenerlo en el lugar por 5 segun- 
dos para permitir que se impregne con la secrecion. 

■ Repetir el procedimiento en la otra narina con el mismo hisopo. 

■ Retirar el hisopo, colocarlo en el tubo con MTV, cortar el extre- 
mo sobrante del hisopo y tapar hermeticamente el tubo. 

■ Envasar corno se indico mas arriba en condiciones de Biose- 
guridad 

Aspirado nasofaringeo 

• Retirar de la heladera un tubo con MTV. 

• Retirar de su envase el tubo colector esteril (mucosuctor, que 
puede ser plastico o de vidrio) para aspirado nasofaringeo y 
rotular con marcador indeleble con el nombre del paciente. 

• Seleccionar la sonda nasofaringea de acuerdo a la edad del pa- 
ciente. 

• Conectar el mucosuctor a la sonda nasogastrica por un lado y a 
la bomba de vacio por el otro. 

• Insertar la sonda nasogastrica hasta la nasofaringe y aspirar las 
secreciones con bomba de vacio. 

• Al finalizar la aspiracion, retirar la sonda del paciente, destapar 
el tubo con MTV y aspirar el mismo para arrastrar todo el mu- 
cus que pueda haber quedado en la sonda hacia el mucosuctor. 

• Descartar la sonda y el tubo vacio en condiciones de biose- 
guridad. 

• Cerrar hermeticamente el mucosuctor y colocarlo en una bolsa 
plastica con cierre hermetico. 

• Colocar la bolsa con la muestra en un contenedor plastico para 
envio en condiciones de bioseguridad (envase secundario). 

• Colocar en una heladera o recipiente de telgopor con tapa (en- 
vase terciario): 1- El contenedor con las muestras; 2- Las or- 
denes y fichas epidemiologicas (dentro de otra bolsa o folio 
plastico); 3- Un refrigerante en gel. 


Hisopado nasal y faringeo combinado 

• Retirar de la heladera un tubo con medio de transporte para vi- 
rus (MTV) y rotular con el nombre del paciente con marcador 
indeleble. 

• Utilizando un hisopo esteril de dacron con palillo plastico (no 
usar hisopos de madera y algodon), inclinar la cabeza del pa- 
ciente hacia atras a 45 grados, sujetando el menton, e insertar el 
extremo de dacron en las narinas del paciente. Girar el hisopo 
con suavidad sobre la mucosa de ambas narinas para asegurar 
recoger celulas y mucus. 

• Colocar este primer hisopo en el tubo con MTV. Debe quedar 
sumergido en el liquido. Cortar el sobrante del palillo del hiso- 
po y cerrar el tubo. 


En pacientes intubados: pueden obtenerse 

■ Aspirado endotraqueal: segun procedimientos habituales. Al 
finalizar, volcar el contenido de un tubo de MTV (o 2 ml de 
solucion fisiologica) en el recipiente que contiene la muestra. 

■ Lavado broncoalveolar (BAL): Igual que el anterior. 

7.3 ALMACENAMIENTO Y ENVIO DE MUESTRAS 
EN CONDICIONES DE BIOSEGURIDAD 

Las muestras obtenidas deben eoloearse inmediatamente a 4°C - 
8°C (en heladera o con refrigerantes en gel) hasta su transporte. 
No congelar en freezer ni en hielo seco. No almacenar por mas de 
4 dias. 
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Las muestras deben enviarse lo mas rapido posible en las con- 
diciones de bioseguridad indicadas mas arriba (triple envase, de 
acuerdo a normas de IATA), con refrigerantes en gel. No congelar. 
No son aceptables: muestras remitidas en la sonda de aspiration, 
que contengan hisopos secos, que esten derramadas, que no esten 
rotuladas o que carezcan de la orden y la ficha epidemiologica. 

7.4 Insumos para obtenci6n de muestras 

Hisopos 

a) Para hisopados nasal /faringeo combinado: se recomiendan hi- 
sopos con punta sintetica (de poliester o Dacron) y mango de 
aluminio o plastico. Por ejemplo: Hisopos esteriles de Dacron 
individuates en tubo de transporte, COPAN disponibles en Ar- 
gentina u otras marcas con caracterfsticas similares. No son 
recomendables los hisopos de algodon con mango de madera. 
No son aceptables los hisopos de alginato de calcio. 

b) Para hisopados nasofarlngeos: estan disponibles en Argen- 
tina unos nuevos hisopos flexibles. COPAN: Numero de ca- 
talogo: 503CS01. Especificaciones: flexible, nasopharyngeal 
flocked swabs, nylon tip, plastic applicator, sterile, individua- 
lly wrapped. 

Medio de Transporte para Virus (MTV) 

El MTV contiene protelnas (para estabilizar el virus), antibioticos 
y antimicoticos para inhibir crecimiento bacteriano y fungico y una 
solution buffer. Deben colocarse 2-3 ml en tubos esteriles con tapa 
hermetica y, de preferencia conicos. Este medio se conserva a 4°C 
durante semanas o a -20°C durante meses. 

Si no se dispone de medio de transporte para virus se puede 
usar solut ion fisioldgica esteril. En este caso estas muestras sirven 
para PCR o para detection de antigenos por ensayos rapidos pero 
no pueden emplearse para cultivo viral. 

El MTV puede adquirirse ya preparado. Por ejemplo, VTM- 
RT 3 ml (COPAN) o de otras marcas. Otra option, de menor 
costo, es la preparation artesanal de MTV que contiene: Medio 
MEM EARLE (High Cion) o bien Hanks (Gibco) (1000 ml), es- 
terilizado por filtration; penicilina 1000 UI; estreptomicina 1000 
ug; albumina al 0, 5%, esterilizada por filtration. El pH debe ser 

7. Fraccionar en tubos plasticos con tapa hermetica, colocando 
2 a 3 ml de medio de transporte en cada uno. Conservar a 4° C 
o congelar a -20° C. En este caso, descongelar antes de usar. El 
color debe ser rosa, si es amarillo o violeta -debido a cambio de 
pH- no utilizar. 

8. Diagnostico virologico: metodologi'a 

Las muestras deben manipularse en laboratorios de nivel BSL 2, como 
rninimo y dentro de flujos laminares de seguridad biologica y con 
practicas BSL 3 (acceso restringido, barbijo N95, camisolin, cofia, 
guantes, protection ocular). Se recomienda realizar el aislamiento en 
cultivo en laboratorios con nivel de bioseguridad BSL3 (vease el ca- 
pitulo 57 Bioseguridad en la prdctica biomedica y en el laboratorio). 

La metodologia para diagnostico de influenza A (H1N1) es 
directa: 

a) Detection del RNA viral por RT-PCR en tiernpo real o RT-PCR 
convencional. 

b) Aislamiento en cultivo celular mas secuenciacion. 

c) Detection de antigeno viral por inmunofluorescencia u otras 
tecnicas. 

Los metodos indirectos o serologicos no son utiles para 
diagnostico. Sin embargo, son de gran importancia en estudios 
epidemiologicos para detectar anticuerpos especificos por medio 
de tecnicas de micro-neutralization o de inhibition de la hemoa- 
glutinacion. Asimismo, la detection de anticuerpos especificos por 
medio de las tecnicas mencionadas es indispensable en los estudios 
de eficacia de las nuevas vacunas. 


8. 1 DETECCldN DEL RNA VIRAL POR RT-PCR EN TIEMPO REAL 

Es el ensayo de election. El CDC (Atlanta, EE.UU.) diseno ini- 
cialmente (Abril, 2009), un protocolo para la detection del nuevo 
virus influenza A (H1N1 ), y luego realizo una actualization en no- 
viembre de 2009. Ambos estan disponibles en: 

- WHO. CDC protocol of real time RT-PCR for swine influenza A 

(H1N1 ). : http://www.who.int/csr/resources/publications/swin- 
eflu/realtimertpcr/en/index.html 

- WHO information for laboratory diagnosis of pandemic ( H1N1 ) 
2009 virus in humans-revised. Publication date: 23 November 
2009. :http://www. who. int/csr/resources/publications/swineflu/ 
diagnostic_recommendations/en/index.htm 

De acuerdo al protocolo initial del CDC se deben realizar cua- 
tro PCR diferentes utilizando cuatro grupos de primers y sondas: 
uno, para detectar la protefna de matriz de influenza A (Ml y M2- 
segmento 7); otro, para detectar el gen de la nucleocapside de in- 
fluenza porcina (segmento 5); otro, especifico para la hemaglutini- 
na del nuevo influenza A (H1N1) (segmento 4); y el ultimo grupo, 
para detectar el gen P (DNA humano) como control de calidad de 
la muestra. Este protocolo puede ser empleado en diferentes termo- 
cicladores de PCR en tiempo real ( Smart Cycler, Cepheid; Light 
Cycler, ROCHE; AB1 Prism, etc.). 

El tiempo aproximado para la obtencion del resultado por estas 
metodologias es de 24 h., pero el protocolo de la OMS indica repe- 
tir las detenninaciones negativas con el fin de confirmar el diagnos- 
tico, por lo que se requiere un tiempo adicional. 

Tambien existen reactivos de origen comercial de distintas 
marcas ( Argene , Invitrogen, Roche, RVP- Respiratory Virus Panel, 
Quiagen Luminex, y otras) que permiten discriminar entre influen- 
za A estacional y el nuevo virus H 1N1 . 

8.2 Aislamiento en cultivo 

El aislamiento del nuevo virus pandemico influenza A (H1N1) 2009 
es diagnostico de infection. Los resultados se pueden obtener entre 
los 7 y 10 dias; por lo tanto, no resulta util para el manejo clinico del 
paciente. Un cultivo negativo no excluye infection por el nuevo virus. 

El aislamiento viral puede realizarse en celulas MDCK o en 
R-Mix (estas ultimas no disponibles en Argentina). Luego de la de- 
tection de la action citopatica, debe realizarse la identification del 
virus aislado por tecnicas moleculares, secuenciacion o RT-PCR). 

Dado los riesgos de amplificar este nuevo virus, se recomienda 
realizar el aislamiento en laboratorios con nivel de bioseguridad 
BSL 3. 

8.3 DetecciOn de antigeno viral por inmunofluorescencia 

U OTROS ENSAYOS RAPIDOS 

8.3.1 Detection de antigeno viral por inmunofluorescencia (IF) 

La detection de antigenos virales por IF con anticuerpos monoclo- 
nales permite detectar la nucleoproteina comun a todos los virus 
influenza tanto A o B. Por ello, un resultado positivo no permite 
discriminar si se trata de las cepas de influenza A estacional o del 
nuevo virus pandemico. 

Una de las ventajas de la tecnica consiste en que, en la misma 
muestra, pueden detectarse los demas virus respiratorios si se em- 
plean los anticuerpos monoclonales especificos para ellos (sincicial 
respiratorio, adenovirus, parainfluenza 1-4, metapneumovirus hu- 
mano). Otras ventajas son la rapidez en la obtencion del resultado 
(horas) y la posibilidad de detectar la calidad de la muestra en la 
observation microscopica. Las desventajas son: la necesidad de un 
operador entrenado en la lectura, microscopio de fluorescencia de 
calidad. Se requiere la utilization de controles de calidad. 

La sensibilidad de la IF para el diagnostico rapido de influenza 
A (H1N1) es variable, de acuerdo a diferentes publicaciones y al 
tipo de poblacion. Ginocchio y col. (J Med Virol , Junio, 2009) re- 
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porto una sensibilidad de solo el 48% pero en ese estudio, la mayo- 
rfa de las muestras provenfan de adultos. En el Laboratorio de Viro- 
logia de CEMIC, asf como en varias publicaciones, la sensibilidad 
de la IF en muestras pediatricas fue del 60- 80%, en comparacion 
con las tecnicas moleculares. 

Desde principios del 2010 esta disponible un monoclonal espe- 
clfico para influenza A ( H 1 N 1 ). 

8.3.2 Otras tecnicas de diagnostic*) rapido de influenza 

Los ensayos de diagnostico rapido de influenza ( Rapid Diagnostic 
Influenza Test -RDIT) se basan en la detection de un antlgeno viral, 
como la nucleoprotelna (NP) del virus influenza (altamente conser- 
vada). Su ventaja consiste en que permiten obtener un resultado en 
menos de 30 min. y pueden ser realizados en el centra de atencion 
del paciente; esto pennite tomar decisiones en forma rapida. Pue- 
den consistir en ELISAs de membrana, inmuno-ensayos opticos o 
inmuno-cromatografra. 

Estan disponibles varios ensayos de origen comercial; algunos 
permiten: i) detectar y distinguir entre influenza A o B; ii) detectar 
ambos influenza A y B, sin diferenciarlos; iii) detectar la nucleo- 
protelna del nuevo virus pandemico A (H INI ). 

Las desventajas de estas tecnicas son: i) su sensibilidad es baja 
a moderada (10-70%) tanto en la detection de influenza estacio- 
nal como en la detection del virus pandemico, si se compara con 
el cultivo o la RT-PCR. ii) ninguno de los RDIT aprobados por 
la FDA (EE. UU.) pennite distinguir entre los subtipos (H1N1 y 
H3N2 estacionales), ni proveer information acerca de la sensibili- 
dad a los antivirales. 

Debido a esta baja sensibilidad, un resultado negativo no signi- 
fica ausencia de infection con el nuevo virus. Entre los factores que 
podrlan afectar la sensibilidad, estan: el tipo de muestra (hisopado 
nasal vs. hisopado nasofaringeo), la calidad de la muestra, el tiem- 
po transcurrido desde la aparicion de los sintomas (en los 3 prime- 
ros dias mayor titulo viral y en consecuencia mayor sensibilidad), 
y la edad del paciente. 

El rol de RDIT para la deteccion de! nuevo virus influenza 
A (H1N1). Cuando los virus influenza circulan en una comunidad 
(alta prevalencia), un resultado positivo indica que, probablemen- 
te, el virus este presente en la muestra. Sin embargo, un resultado 
negativo no asegura la ausencia de infection. Existen resultados 
falsos negativos, y si existe alta sospecha de que el paciente puede 
estar infectado, deben implementarse las medidas de control y/o 
tratamiento del paciente, independientemente del resultado nega- 
tivo de la prueba. 

La especificidad de RDIT es generalmente alta. Sin embar- 
go, especialmente en los perlodos de baja actividad de influenza 
(ejemplo: al comienzo o final de la estacion) pueden ocurrir fal- 
sos positivos; por lo tanto, un resultado positivo por una tecnica 
rapida requiere la confirmation por cultivo o RT-PCR en tiempo 
real. 

Cuando se utilicen los ensayos RDIT, el informe debe ir acom- 
panado de una explication que oriente al medico en la conducta a 
seguir. 

9. IUoCIONES DE TRATAMIENTO 

Los inhibidores de la neuraminidasa viral (oseltamivir, via oral y 
zanamivir, via inhalatoria) se pueden utilizar para tratamiento o 
profilaxis. En ambos casos deben administrarse dentro de las 48 
horas del comienzo de los sintomas para ser efectivos. Tanto en 
ninos como en adultos la duration del tratamiento es de 5 dias y de 
profilaxis es de 10 dias. 

Las dosis de oseltamivir en adultos son: como tratamiento, 75 
mg (1 capsula) cada 12 h.; como profilaxis, 75 mg cada 24 h. Se 
recomienda administrarlo con las comidas para evitar nauseas o 
vomitos. 

Las dosis de oseltamivir en pediatrfa son: 


Para ninos de 12 meses o may ores: si pesa menos de 15 kg, 
como tratamiento 60 mg/dia y como profilaxis 30 mg/dia; si pesa 
entre 15-23 kg, como tratamiento 90 mg/dia y como profilaxis 45 
mg/dia; si pesa 24-40 kg, como tratamiento 120 mg/dia y como 
profilaxis 60 mg/dia; si pesa mas de 40 kg, tratamiento 150 mg/dia 
y profilaxis 75 mg/dia. 

Para menores de 1 ano: si es menor a 3 meses, se indican 12 mg 
cada 12 h.; entre 3-5 meses, 20 mg cada 12 h. y entre 6-12 meses, 
25 mg cada 12 h. 

Las dosis son de 2-3 mg/kg, 2 veces por dia para tratamiento y 
2-3 mg/kg. una vez al dla para profilaxis. Las formas farmaceuti- 
cas son capsulas de 30-45-75 mg. Si no se dispone la medication 
en forma de jarabe, se debe disolver la capsula de oseltamivir y 
mezclarla con algun alimento de consistencia cremosa (no acido 
ni caliente). 

9. 1 Resistencia a antivirales 

La OMS informo en diciembre de 2009, unos pocos casos (n= 96) 
de resistencia de la cepa pandemica al oseltamivir, un tercio de los 
cuales acontecio en pacientes inmunocomprometidos. 

Las cepas de influenza estacional pueden ser resistentes al 
oseltamivir. Esta resistencia, asociada a la mutation His275Tyr, 
se ha observado tambien en el virus pandemico pero en un nu- 
mero muy restringido de casos, en general en relation a pacien- 
tes inmunocomprometidos. No se ha detectado aun resistencia al 
zanamivir. 

Esta resistencia tambien se ha observado en un pequeno nu- 
mero de inmunocomprometidos en Argentina (B.Bouzas, trabajo 
presentado en el Simposio de la Pan American Society for Clinical 
Virology, Daytona, EE. UU., Abril, 2010). 

Si bien los casos de cepas pandemicas resistentes al oseltamivir 
hasta comienzos de 20 1 0 fueron infimos en relation al numero total 
de cepas estudiadas, los expertos internacionales han expuesto el 
posible riesgo teorico de la ocurrencia de un evento de reasociacion 
entre el genoma del virus pandemico con el gen NA de cepas del 
virus de la gripe estacional A/H1N1 resistente al oseltamivir; Por 
ello, el monitoreo de esta posible resistencia debe ser permanente. 

10. Prevencion 

Las medidas a nivel individual constituyen una responsabilidad 
social y su objetivo es disminuir la diseminacion del virus en la 
comunidad. Para individuos asintomaticos las medidas de preven- 
cion son: lavado de manos frecuente durante 20 segundos con agua 
y jabon, puede aplicarse posteriormente alcohol 70 o en gel; evitar 
el saludo social (besos, abrazos); evitar sitios con aglomeraciones; 
ventilar los ambientes y extremar las medidas de higiene en el ho- 
gar y en el trabajo. 

Los individuos con sintomas deben auto-aislarse en su hogar, 
evitar la automedicacion, en especial con aspirina, emplear bar- 
bijo y consultar al medico. Para el personal de salud las medidas 
de prevencion son estrictas y estan especificadas por los Comites 
de Bioseguridad de cada institution. A nivel comunitario, la pre- 
vencion es la dispuesta por la autoridades sanitarias de cada pars 
y varia ampliamente, desde la difusion masiva de las medidas de 
prevencion, hasta el cierre de escuelas, guarderias y universidades, 
limitation los espectaculos publicos, etc. 

Las vacunas disponibles para influenza A (H1N1) se analizan 
en el caprtulo siguiente. 

11. Datos iniciales del nuevo 

VIRUS INFLUENZA A hInI EN ARGENTINA 

La vigilancia epidemiologica de las virosis respiratorias en Ar- 
gentina ha sido implementada hace muchos anos. En el Capitulo 
17 (Vigilancia Epidemiologica) se definen: el sistema de noti- 
fication obligatoria, la vigilancia epidemiologica de influenza 
y otros virus respiratorios, el corredor endemico, el sistema de 
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medicos centinelas y de unidades centinelas, la estructura de la 
red de vigilancia en nuestro pals, la importancia de la notifica- 
tion de virus respiratorios, y de la tipificacion y sub-tipificacion 
de las cepas de influenza circulantes cada ano, en relacion a la 
formula vacunal. 

La existencia y fimcionamiento de este sistema de vigilancia ha 
permitido el estudio adecuado de la pandemia de 2009. 

El primer caso de la nueva influenza A (H1N1) en Argentina 
fue detectado en Puerto Madryn, (Pcia. de Chubut) en un ciuda- 
dano que regreso al pais desde Mexico y presento sintomas el 25 
de abril de 2009. En esa oportunidad no se contaba aun con los 
primers recomendados por el CDC para el diagnostico especifico; 
por ello este se realizo en el Instituto "Carlos G. Malbran" por ais- 
lamiento en cultivo y secuenciacion parcial del virus. Este diagnos- 
tico inicial demoro 10 dias. 

En la primera semana de mayo, las autoridades locales y el 
Ministerio de Salud de Nation realizaron la investigation de con- 


tactos y quimioprofilaxis de los mismos. Luego de esas acciones se 
determino que no hubo circulation del virus en esa area y que se 
logro cortar la cadena de circulation del nuevo virus. 

A partir del 1 6 de mayo, se detectaron los primeros casos en 
Buenos Aires, que se relacionaron con un brote en una escuela, 
originado a partir de un viaje a EE. UU. (Figura 59.4). 

Como se puede observar en la Figura 59.5, a partir del caso 
indice detectado en una escuela se produjo una diseminacion libre 
de la enfermedad hasta el dia 23, en que se realizo la intervention 
con tratamiento de los casos, la quimioprofilaxis a los contactos y 
el cierre de la escuela el dia 25 con lo que se logro la contention 
del brote en esa institution. 

En la Figura 59.6 se observa el estudio realizado en contactos 
y casos en esa escuela. Entre los contactos cercanos de los alum- 
nos (columnas en verde) se demostro que solo una baja proportion 
paso a casos (columnas en azul). Con esta relacion se pudo esti- 



Figura 59.4. Los comienzos de la pandemia: los primeros casos de la nueva influenza A (H1N1), segun fecha de 
inicio de sintomas. Abril-mayo, 2009. Buenos Aires, Argentina, n = 250. 
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Figura 59.5. Los comienzos de la pandemia. Distribution de casos confirmados de nueva influenza A (H1N1) en un 
colegio en estudio hasta el 3 de junio, 2009 (n = 99), Buenos Aires, Argentina. 
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Figura 59.6. Los comienzos de la pandemia. Casos y contactos en el estudio de la diseminacion inicial de influenza 
A (HI N1 ) en un colegio del 1 6 al 31 de mayo de 2009 en Buenos Aires, Argentina 


mar que la transmision a los contactos cercanos en el hogar fue del 
1,1% contra 8,7% en la escuela. Tambien se pudo detenninar que 
el periodo de incubacion en la escuela fue de 48 h. y que la disemi- 
nacion se dio con un R0 de 2,4. 

Para ese entonces (mayo de 2009), se detecto una gran canti- 
dad de estudiantes de escuelas afectadas en Capital Federal y zona 
norte del Gran Buenos Aires, dada por la intensa interrelation de 
los alumnos en actividades extra-programaticas, desde academicas 
hasta deportivas y sociales. Ademas, para el mismo periodo, se rea- 
lizo un evento hipico con alta concurrencia de jinetes extranjeros y 
nacionales donde se produjo otra cadena de transmision, la cual se 
extendio a otras instituciones educativas. 

Utilizando los datos hallados en la escuela se estimo, mediante 
un modelo matematico sobre la poblacion estimada de las escuelas 
de la zona norte de Gran Buenos Aires y CABA, de 100.000 per- 
sonas que se presentarian 8000 casos en 13 dias, los cuales serian 
suficientes para realizar la diseminacion del virus en la poblacion 
general. Por esta razon, se propuso el cierre de las escuelas desde 
8 al 19 de junio de la zona mencionada. Lamentablemente, no se 
logro este objetivo porque las autoridades de Salud y Education de 
esas jurisdicciones desestimaron que la medida fuera apropiada en 
ese momento. 

En poco tiempo la diseminacion viral en la Capital Federal 
(CABA) y zona metropolitana se transformo en sostenida con la 
consecuente aparicion de casos graves y fatales. 

El 15 de junio se presento el primer caso fatal y solo diez dias 
despues se registraron 17 casos fatales en la Pcia. de Buenos Aires 
y 5 en la CABA. 

La falta de contention de la epidemia en la CABA y la zona 
Metropolitana perteneciente a la Pcia. de Buenos Aires resulto en 
la diseminacion de la epidemia en las principals ciudades de la 
Pcia. de Buenos Aires y en las capitales de varias provincias, co- 
menzando con Santa Fe. 

En la ultima semana de junio la diseminacion se transformo 
en sostenida para gran parte del pais como se observa en la Figura 
59.7. 

Los datos del Ministerio de Salud (pagina web, 30/12/09) ana- 
lizan la situation del brote de influenza pandemica en Argentina 
desde el 17 de mayo del 2009 al 30 de diciembre, 2009 (semanas 
epidemiologicas 20 a 51; Tabla 59.1). 


En ese periodo se notificaron un total de 1 390 566 casos de 
Enfermedad Tipo Influenza (ETI). Se confirmaron por diagnostico 
virologico como influenza A (H1N1), 11 746 casos. El total de hos- 
pitalizaciones por enfermedad respiratoria ascendio a 14 034. Se 
confirmaron 617 defunciones en 21 provincias. 

En la Figura 59.7 se puede observar la curva epidemica desde 
el inicio de la circulation del nuevo virus de influenza A (FI IN 1) 
a partir del 16 de mayo de 2009 en la ciudad de Buenos Aires. El 
primer conglomerado de casos ocurrio en una poblacion escolar de 
esa ciudad. El pico maximo de transmision se detecto entre el 20 
de junio y el 3 de julio, con una transmision generalizada en todo el 
pais. A partir de la SE 27 (5 al 1 1 de julio) se observa una tendencia 
descendente en el numero de casos a nivel pais. 

La mayorfa de los casos por el nuevo influenza A (H1N1) se 
registro en ninos y adultos jovenes, siendo menor el numero de ca- 
sos en mayores de 65 anos. Este hecho resulta llamativo ya que ese 
grupo es el mas afectado durante los brotes de influenza estacional. 
Esta "protection" podria deberse a inmunidad previa por infection 
o vacunacion con cepas de influenza A H1N1 que circularon con 
anterioridad a 1957. 

En la Figura 59.8 se observa la distribution de casos fatales se- 
gun edad y sexo y las tasas por cien mil habitantes. Se observan di- 
ferencias en las tasas de letalidad entre los distintos grapos de edad. 
El grupo donde se presenta el mayor numero de casos fatales fue el 
de adultos de 50 a 59 anos, seguido por el grupo de 40 a 49 anos. Se 
destaca que en el grupo de 20 a 29 anos, las mujeres superan a los 
hombres en un 80% (p<0,001), invirtiendose a favor de los varones 
luego en el grupo de 40 a 59 anos de edad. De un total de 268 mu- 
jeres embarazadas notificadas desde el inicio de la pandemia hasta 
mediados de agosto de 2009, el 51% requirio hospitalization. 

Se estan investigando al presente cuales son los mecanismos 
patogenicos que induce este nuevo virus pandemico y las causas, 
probablemente inmunologicas, de la mayor gravedad de los cua- 
dros clinicos en adultos jovenes (vease el capitulo 5 Patogenia de 
las infecciones virales). 

Flasta la SE 51 (20 al 26 de diciembre, 2009) se habian notificado 
27 928 casos sospechosos de influenza por el virus pandemico. De ellos, 
11.746 fiieron positivos para la nueva influenza A ( H1N1), 2009. 

En la Figura 59.9 se observa que entre las semanas 21a 26, se 
produjo un aumento sostenido de la notification de casos de influen- 
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Figura 59.7. Distribucion de casos confirmados y en estudio de la nueva influenza A (H1N1) segun fecha de inicio de los 
sintomas a partir del 16 de mayo de 2009 en Argentina, n = 15 819. 
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Figura 59.8. Distribucion de fallecidos confirmados por influenza A (HI N1) segun grupos de edad y sexo. Tasas por 
cien mil habitantes. Argentina, 2009. n = 572. 
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Figura 59.9. Distribucion de virus respiratorios por semana epidemiologica. Argentina, 2009. 



Casos y tasas acumuladas desde la SE 20 a 32 de 2009 

ETI estimadas a la SE 31* 

Total casos 

811 940 


Tasa semana 31 

14,1/10 000 hab. 


Tasa acumulada 

202,3/10 000 hab. 

Casos confirmados SE 32 

7 173 

Casos hospitalizados por enfermedad respiratoria SE 32 

6 346 

N° de casos fallecidos confirmados SE 32 

439 


Tabla 59.1. Distribucion de casos y tasas de ETI notificadas, confirmadas, pacientes hospitalizados y defunciones 
acumuladas. Argentina, semanas epidemiologicas 20 a 32 de 2009. SE: semana epidemiologica. 
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Figura 59.10. Distribucion porcentual de virus respiratorios por grupo de edad. Argentina, 2009. 



za pandemica H1N1 e influenza A sin subtipificar, llegando a 4688 
casos en la SE 26, lo que representa un 83% del total de vims respi- 
ratorios circulantes. Se observa, ademas, la circulacion de sincicial 
respiratorio, adenovirus, influenza estacional y parainfluenza. 

Hasta la SE 51, los vims de influenza pandemica (H1N 1 ) e 
influenza A sin tipificar, sumados, representation el 93% del total 
de vims respiratorios notificados en los mayores de 5 anos de edad. 
Por el contrario, en los menores de 5 anos, esta proporcion se re- 
dujo al 22%, mientras que se elevo el porcentaje de vims sincicial 
respiratorio, representando el 66% ( Figura 59.10). 

Corpus 

Editorial Al ano siguiente a la pandemia (2010) se continuo con la vi- 
gilancia epidemiologica y con el diagnostico etiologico de casos 
graves. Se han organizado hospitales para atencion especializada 
de pacientes con influenza A (El INI), se indicaron esquemas de 
tratamiento y se adquirieron drogas antivirales y vacunas de distri- 
bucion gratuita para la poblacion. 


Se requieren posteriores estudios epidemiologicos, clmicos, 
inmunologicos y virologicos para determinar la magnitud de la 
pandemia de influenza A (H IN 1) en Argentina. 

Los primeros datos publicados sobre la pandemia de in- 
fluenza A H1N1,2009 en Argentina se pueden encontrar en: a) 
Medicina (Buenos Aires) 2009. Trabajo donde se describe la 
preparacion y la atencion medica de 662 pacientes durante la 
pandemia en el "Hospital Nacional Prof. A Posadas"; b) Emer- 
ging Infectious Diseases, 2010, Echavarria M y col., "Pan- 
demic (H1N1) 2009 cases, Buenos Aires, Argentina. 2009", 
donde se analizan los primeros 513 casos estudiados en el 
Hospital Universitario CEMIC durante el pico de la pandemia; 
y c) The New England Journal of Medicine, 2010, Libster y 
col. ."Pediatric Hospitalizations associated with 2009 pande- 
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59.1 

Vacunas para el virus de influenza pandemica A HI N1, 2009 

Debora N. Marcone, Guadalupe Carballal 


Influenza Pandemica 

En junio de 2009, la OMS declare la primera pandemia de gripe 
de este siglo producida por un nuevo virus influenza A H 1N1 . Este 
virus pandemico comenzo su circulacion en Argentina en mayo de 
2009 y durante ese ano se registraron cerca de 10.000 casos confir- 
mados y mas de 600 defunciones. 

Este nuevo virus influenza A H 1N1 es un claro ejemplo de en- 
fermedad emergente. 

Para definir una pandemia son necesarias tres condiciones: a) la 
emergencia de una nueva cepa de influenza frente a la cual la mayoria de 
la poblacion carece de inmunidad; b) la capacidad del virus de infectar 
a humanos y causar enfemiedad grave; c) la capacidad de transmision 
sostenida de persona a persona con diseminacion mundial. 

La gripe pandemica presento signos y smtomas similares a los 
de la gripe estacional, pero el nuevo virus afecto gravemente a po- 
blaciones que habitualmente no presentan alto riesgo de complica- 
ciones por influenza como son los ninos y adultos jovenes. 

Los virus de influenza estacional suelen infectar a cerca del 
20% de la poblacion; por el contrario, un virus pandemico puede 
afectar a mas del 50% de la misma, ocasionando mayor mortalidad 
y grave sobrecarga de los sistemas de salud. 

La forma mas efectiva de controlar una pandemia de gripe, 
ademas de las medidas de higiene, es la vacunacion de la pobla- 
cion susceptible. 

1. Desarrollo de vacunas contra influenza pandemica 

A partir del alerta emitido por los sistemas de vigilancia mundia- 
les de gripe sobre la circulacion de un nuevo virus influenza que 


no podia ser tipificado con los reactivos existentes, los centres 
de referenda de EE. UU. y Europa comenzaron rapidamente la 
identificacion, el aislamiento y la secuenciacion del nuevo virus. 
La cepa prototipo elegida por la OMS como cepa vacunal fue A / 
California/7/2009 (H1N1). Se comenzaron las primeras etapas de 
production de vacunas inactivadas con formalina, en forma similar 
a la empleada para las vacunas de influenza estacional. Luego de 
evaluar la adecuada inactivation viral, se realizaron en el hemisfe- 
rio norte los ensayos clinicos para determinar su inocuidad y efica- 
cia. A fines de 2009, varios laboratories presentation estas vacunas 
a las entidades internacionales para su aprobacion. 

7. 7 Objetivos de la campana nacional 
DE VACUNACION 2010 EN ARGENTINA 

Para el otono del ano 2010, el Ministerio de Salud de Argentina adqui- 
rio dos vacunas para cumplir con los objetivos de la campana 2010: la 
vacuna monovalente Focetria® y la trivalente Begrivac®. La primera 
solo confiere protection contra influenza A H1N1 pandemica 2009; la 
segunda, protege tambien contra las cepas de gripe estacional. 

Los objetivos fiieron: 

- Vacunar con vacuna monovalente a: 

- 95 % de embarazadas (en todo periodo de gestation) previa- 

mente y durante la circulacion viral. 

- 95 % del personal de salud y de laboratorio en contacto con 

pacientes y / o con secreciones. 

- 85 % de los ninos entre 6 meses y 2 anos de vida, con 2 dosis 

de vacuna. 

- 85 % de los ninos entre los 3 -5 anos de vida. 


Casos de Enfermedad Tipo Influenza (Eli) por semana epidemiologita. 
Total pais. SE 1* a 52 ’ - Anos 2009-2011. Argentina 



Tabla 59.1.1. En el ano 2009, una nueva cepa de influenza A (H1N1) fue el agente causal de la mayoria de los casos 
de ETI notificados en Argentina. A partir de 2010 esta cepa se incorporo a la formulacion de la vacuna que contiene 
una cepa A (H3N2) y una cepa B. Se senala que en 2010 y 2011 las cepas circulantes en Argentina estaban antige- 
nicamente relacionadas con las presentes en la formula vacunal. 
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- 85 % de la poblacion entre 5 anos y 64 anos de edad que pre- 

senten factores de riesgo. 

- Vacunar con vacuna trivalente a: 

- 85 % de la poblacion mayor de 65 anos. 

1.2 Indicaciones de la vacunacion contra influenza pandemica 
DURANTE EL ANO 2010 

La vacunacion se realizo por fases y se utilizaron los dos tipos de 
vacunas. 

De acuerdo a las recomendaciones de la Comision Nacional de In- 
munizaciones, el Comite de Expertos Asesores de la Campana de Vacu- 
nacion Pandemica y a datos epidemiologicos de Argentina y del mundo, 
las indicaciones para la Campana Nacional de Vacunacion 2010 para el 
vims de Influenza A H IN 1 pandemica en Argentina fueron: 

1.2.1 Vacuna monovalente 


) Corpus 
Editorial 


Personal de salud en contacto con pacientes o de laboratorio 
en contacto con muestras de secreciones respiratorias. 

Personal esencial: fuerzas de seguridad, etc. 

Embarazadas y puerperas. Embarazadas: en cualquier tri- 
mestre de gestation; puerperas hasta los 6 meses luego del parto. 

Esta decision se fundamento en la necesidad de proteger pasi- 
vamente a los menores de 6 meses (en los que esta contraindicada 
la vacuna pandemica) y que representaron el grupo de mayor mor- 
talidad dentro de los menores de 5 anos durante la pandemia del 
2009. Las puerperas tambien presentaron mayor mortalidad que la 
poblacion general. 

Ninos de 6 meses a 4 anos (inclusive). En la primera etapa de 
vacunacion se dio prioridad a los menores de 2 anos. 

Ninos de 5 anos o mas y adultos hasta 64 anos inclusive, con 
las siguientes entidades: 

Obesos morbidos, retraso madurativo grave, slndromes geneti- 
cos, enfermedades neuromusculares con compromiso respiratorio 
y malformaciones congenitas graves, enfermedad respiratoria cro- 
nica (hernia diafragmatica, enfennedad pulmonar obstructiva cro- 
nica, enfisema, displasia broncopulmonar, bronquiectasias, fibrosis 
quistica del pancreas, etc., asma grave, cardiopatlas congenitas, 
trasplantados de organos solidos o de tejido hematopoyetico, en- 
fennedad onco-hematologica hasta 6 meses posteriores a la remi- 
sion completa, tumor de organo solido en tratamiento, insuficiencia 
renal cronica en dialisis o con expectativas de ingresar a dialisis en 
los proximos meses, inmunodeficiencia congenita o adquirida, me- 
dication inmunosupresora o corticoides a altas dosis, diabeticos, 
insuficiencia cardiaca, enfennedad coronaria o reemplazo valvular 
o valvulopatlas. 


1.2.2 Vacuna trivalente 

Se utilizo solamente para mayores mayores de 65 anos. 

1.3 Indicaciones de la vacunacion contra 
INFLUENZA A PARTIR DEL ANO 2011 


Las indicaciones de la vacunacion antigripal son dinamicas y 
pueden variar de ano a ano, de acuerdo a la epidemiologla re- 
gional. 


Sin embargo, es importante recordar que la vacunacion antigri- 
pal debe repetirse cada ano debido a dos factores: los tltulos de an- 
ticuerpos decaen, y ademas, las cepas pueden variar por lo que la 
OMS reformula anualmente las vacunas para los hemisferios norte 
y sur ( veanse los capitulos 14 y 48). 

A partir del 2011, se utiliza en Argentina la vacuna trivalen- 
te para influenza, que incluye la cepa pandemica. Las indica- 
ciones de vacunacion son las mencionadas en el item 1.2.1 con 
los siguientes cambios: 

Ninos de 6 a 24 meses (inclusive) independientemente de los 
factores de riesgo. 

Ninos mayores de 2 anos y adultos menores de 64 anos con 
factores de riesgo 

Para los adultos mayores de 65 anos, continua la indication 
de la vacuna trivalente, independientemente de la presencia o 
no de factores de riesgo. 

2. Vacuna monovalente inactivada para gripe pandemica 

2.1 ComposiciOn 

Es a virus inactivados con formalina. Los virus se cultivaron en 
huevos embrionados de polio. Contiene 7,5 microgramos (pg) 
de hemaglutinina de la cepa pandemica A/ California/7/2009 
(H1N1) (Cepa analoga: A/Califomia/7/2009 X-179A). Con el ob- 
jetivo de aumentar la inmunogenicidad se anadio un adyuvante, 
denominado MF59C.1, formado por escualeno, polisorbato 80, 
trioleato de sorbitano, citrato de sodio dihidrato y acido citrico 
monohidrato. 

Se puede presentar como jeringa prellenada o como vial mul- 
tidosis. La jeringa prellenada (una dosis de 0,5 ml) contiene como 
ingrediente activo 7,5 pg de antigenos de superficie de virus de 
la gripe (hemaglutinina y neuraminidasa) de la cepa pandemica 
A/California/7/2009 (H1N1) (Cepa analoga: A/Califomia/7/2009 
X-179A). Como excipientes contiene: cloruro de sodio, cloruro 
de magnesio hexahidrato, cloruro de potasio, dihidrogeno fosfato 
potasico, hidrogeno fosfato disodico dihidrato, cloruro de calcio 
dihidrato, el adyuvante MF59C.1. 

El vial multidosis (5 ml) contiene: 10 dosis de 0,5 ml con los 
mismos ingredientes activos y excipientes mencionados anterior- 
rnente mas timerosal. 

Forma farmaceutica: suspension inyectable para aplicacion por 
via intramuscular de aspecto llquido bianco lechoso. 

2.2 Dosis y vIas de administracion 

Actualmente, no se recomienda la vacunacion de ninos menores 
de 6 meses. 

A partir de los 6 meses de vida y hasta los 35 meses y 29 dias se 
deben administrar 2 dosis con un intervalo minimo de 3 semanas. 

A partir de los 3 y hasta los 64 anos es suficiente una sola do- 
sis. No existe contraindication a la aplicacion simultanea o con 
cualquier intervalo, entre esta y otras vacunas aplicadas en sitios 
diferentes. 

La aplicacion debe realizarse con tecnica aseptica y por via 
intramuscular en el musculo deltoides en mayores de 1 ano y 
en el cuadriceps en menores de 1 ano. En todos los casos debe 


Edad 

Dosis 

Numero de dosis 

Via 

6 meses a menores de 1 ano 

0,5 ml 

2 

IM en cuadriceps 

Mayores de 1 ano y hasta 35 meses 

0,5 ml 

2 

IM en deltoides 

3 anos a 17 anos 

0,5 ml 

1 

IM en deltoides 

18 a 64 anos 

0,5 ml 

1 

IM en deltoides 


Tabla 59.1.1. Vacuna monovalente inactivada para influenza A H1N1: dosis y vias de administracion. IM: intramus- 
cular. 


784 


VIROLOGIA MEDICA / Guadalupe Carballal - Jose Oubina 


entregarse el certificado de vacunacion, registrar los datos del 
paciente en las planillas correspondientes y descartarse los ma- 
teriales de desecho de acuerdo a las normas locales de biose- 
guridad. 

2.3 CONSIDERACIONES PARA EL EMBARAZO Y LA LACTANCIA 

Los fundamentos de la necesidad de vacunacion de la embarazada 
son: 

- Ser especialmente vulnerables a las infecciones por los virus 
de la gripe 

- Tener mayor riesgo de morbilidad 

- Brindar proteccion al recien nacido durante los primeros meses 

de vida mediante la transferencia de anticuerpos matemos (in- 
munidad pasiva natural). 

2.4 CONSERVACION, PRESENTACION Y VACUNACldN SEGURA 

Todas las vacunas se deben mantener entre 2 y 8° C, no exponerlas 
a la luz solar y no deben congelarse. Su aplicacion debe realizarse 
con tecnicas asepticas y deben usarse solamente las vfas de admi- 
nistration indicadas. 

2.5 CONTRAINDICACIONES PARA LA VACUNACION 

Absoluta. Reaccion alergica grave (anafilaxia) luego de una do- 
sis previa de vacunas preparadas en huevos. La reaccion puede 
ser a la proteina de huevo o a otros componentes (kanamicina, 
neomicina, fonnaldehido o bromuro de cetilmetilamonio). 
Relativa. Enfennedad aguda grave febril. Se debera posponer la 
vacunacion. 

No constituyen contraindicaciones: ser conviviente de un pa- 
ciente inmunosuprimido, infection con HIV asintomatica o leve- 
mente asintomatica, intolerancia al huevo o antecedente de reaccion 
alergica no anafilactica, tratamiento con antibioticos y/o convale- 
cencia de enfennedad leve, tratamiento con corticoides (via oral) en 
bajas dosis, en aplicaciones topicas y aerosoles para tratamiento de 
asma, enfermedad aguda benigna (rinitis, cataiTO, tos o diarrea). 

3. Vacuna trivalente para cripe pandemica 

3.1 Composicion 

Esta vacuna, ademas de los antigenos de la cepa pandemica, con- 
tiene los antigenos de dos cepas de influenza estacional (una cepa 
influenza A H3N2) y una cepa de influenza B. Por esta razon, la 

vacuna trivalente confiere proteccion no solamente contra la 
cepa pandemica sino tambien contra los virus de influenza es- 
tacional. Esta vacuna es a virus inactivado y no contiene adyu- 
vantes. 

La OMS ha recomendado 3 cepas para la formulation de las 
vacunas contra la gripe para el Hcmisferio Sur durante el ano 2010: 

Dos cepas de virus influenza A: A/California/7/2009 (H1N1) 
-cepa analoga (pandemica) y A/Perth/ 16/2009 (H3N2)- cepa ana- 
loga (estacional) 

Cepa de virus influenza B: B/Brisbane/60/2008- cepa analo- 
ga (estacional) 

Composicion: virus influenza fragmentados, inactivados, con 
antigenos de superficie (hemaglutinina): A/Califomia/7/2009 
(H1N1) (Virus analogo: A/Califomia/7/2009 Reass NYMC X 
-181)15 pg de HA; A/Perth/ 16/2009 (H3N2) (Virus analogo: A / 
Wisconsin/ 15/2009 Reass NYMC X-183) 15 microgramos HA; B/ 
Brisbane/60/2008 (Virus analogo: B/Brisbane/60/2008) 15 pg de 
HA, por dosis de 0.5 mL, propagado en huevos fertilizados de ga- 
llina. Excipientes: formaldehido, eter, polisorbato 80, sacarosa, so- 
lution buffer (pH= 7,2) compuesta por cloruro de sodio, cloruro de 
potasio, cloruro de magnesio hexahidratado, fosfato acido de sodio 
dihidratado, fosfato diacido de potasio y agua para inyeccion. 


3.2 Presentacion, dosis y ViAS DE ADMINISTRACION 

La recomendacion del Ministerio de Salud de Argentina para la 
campana 2010 fue para pacientes mayores de 65 anos. Sin embar- 
go, tambien pudo emplearse en otros grupos etarios en los que esta 
indicada la vacunacion para influenza estacional. 

Se presenta como jeringa prellenada de 0,5 ml. Debe aplicarse 
con tecnica aseptica y por via intramuscular. 

4. Vacuna intranasal a virus vivo y atenuado 

A diferencia de las vacunas a virus inactivados, las vacunas a virus 
vivo y atenuado contienen virus vivo que replicara en el tracto res- 
piratorio, por lo que deben administrarse por via intranasal. 

Estas vacunas atenuadas, al contener virus viable, pueden producir 
signos y sintomas leves (congestion nasal, goteo nasal, fiebre, etc). 

Contienen las mismas tres cepas usadas en las vacunas tri- 
valentes inactivadas. La diferencia es que contienen vims vivo y 
atenuado, sensibles a la temperature ( cold adapted). Por ello, solo 
pueden replicar a temperatures presentes en el epitelio de la muco- 
sa nasal y no en el tracto inferior. 

Estas vacunas no estan disponibles en Argentina (2010). En 
EE. UU. se han licenciado para administration intranasal en per- 
sonas no embarazadas, ni con factores de riesgo de 2 a 49 anos 
de edad. No se ha establecido su seguridad para individuos con 
condiciones medicas pre-existentes. 

Los vacunados con estas cepas pueden eliminar pequenas cantida- 
des de vims viable luego de la vacunacion que pueden infectar a otros 
individuos no vacunados. Sin embargo, no se han registrado efectos 
adversos entre aquellos no vacunados que se infectaron con el vims 
vacunal. Los vims aislados de pacientes vacunados conservaron su 
fenotipo atenuado ( cold adapted) y sensibles a la temperature. Estas 
vacunas producen, ademas de anticuerpos sericos, anticuerpos secre- 
torios en la mucosa respiratoria y tambien inmunidad celular. 

5. Eficacia y seguridad de las vacunas para influenza 

5.1 Eficacia 

Las vacunas inactivadas para influenza inducen el desarrollo de 
anticuerpos inhibidores de la hemaglutinacion y de anticuerpos 
neutralizantes, que pueden detectarse y titularse en el suero de los 
vacunados. Estos anticuerpos disminuyen los riesgos de enferme- 
dad grave por las cepas virales circulantes siempre que sean antige- 
nicamente similares a las contenidas en la formula vacunal. 

Las vacunas a vims vivo y atenuado, ademas de inducir anti- 
cuerpos sericos y secretorios en la mucosa respiratoria, estimulan 
mecanismos de inmunidad celular. 

Estudios realizados en EE. UU. y China, demostraron tasas 
de seroproteccion (a los 21 dias post- vacunacion) del 92-100% en 
adultos y del 45-69% en ninos. Esto sugiere su eficacia. 

5.2 VACUNACldN SEGURA 

La vacunacion segura es prioritaria para los programas de inmuniza- 
cion y debe garantizar el empleo de vacunas de calidad, el transporte y 
almacenamiento a las temperatures adecuadas, la aplicacion de practi- 
cas de vacunacion seguras y la vigilancia de los eventos adversos su- 
puestamente atribuidos a la vacunacion, as! como tambien brindar a la 
poblacion mensajes claros en relation a las ventajas de la vacunacion. 

La inocuidad de las vacunas depende de sus caracteristicas (vi- 
rus inactivado o vivo y atenuado, la calidad del sustrato en que fue 
producida, la ausencia de patogenos contaminantes, etc.). La eficacia 
y seguridad de las vacunas de uso humano es, en primer termino, 
estudiada por los laboratorios fabricantes; luego es investigada y au- 
torizada por entidades intemacionales ( Food and Drug Administra- 
tion) EE. UU. o entidades similares en Europa. Finalmente, la auto- 
ridad sanitaria de cada pais habitualmente supervisa las practicas de 
fabrication, los antecedentes cllnicos, las publicaciones relacionadas 
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con la eficacia y seguridad de todos los componentes incluidos en las 
vacunas, asf como la calidad de cada lote que ingresa al pais. 

La calidad de las vacunas, en especial de las nuevas vacunas 
contra la influenza pandemica A H1N1, esta garantizada y se sus- 
tenta en la precalificacion que la OMS realiza a los laboratories 
productores, y en el control de calidad que llevan a cabo las au- 
toridades nacionales de regulacion en cada pais para el registro y 
liberacion de los lotes de vacuna. 

Los resultados de estudios publicados hasta el presente indican 
que aquellas contra la influenza pandemica son tan seguras como 
las vacunas contra la influenza estacional. Hasta marzo de 2010, 
se habian aplicado cerca de 300 millones de dosis de vacuna anti- 
pandemica en el mundo. 

La mayorfa de los eventos adversos reportados han sido leves. Las 
vacunas que contienen adyuvante pueden causar reacciones locales en 
el sitio de la vacunacion con mayor frecuencia que aquellas sin adyu- 
vante. Para las vacunas anti- influenza pandemica disponibles al 20 1 0, 
se han reportado eventos adversos luego de la vacunacion con una fre- 
cuencia de 10-100 casos/ 100.000 dosis de vacuna. Los eventos serios 
comunicados tuvieron una frecuencia mucho menor: 0,5-2/100.000 
dosis administradas. Se han reportados casos de anafilaxia con una 
tasa de 0,1- 1 casos/ 100.000 dosis de vacuna administrada. 

6. VlGILANCIA Y NOTIFICACION DE EFECTOS ADVERSOS 
SUPUESTAMENTE ATRIBUIDOS A VACUNACION (ESAVl) 

6. 1 VlGILANCIA Y NOTIFICACION 

A pesar de los controles mencionados, en un numero muy limitado de 
casos pueden ocurrir eventos adversos, supuestamente atribuidos a la 
vacunacion que se denominan ESAVL En general, los ESAVl graves 
se registran con muy escasa frecuencia. En la mayorfa de los casos, los 
beneficios de la inmunizacion son siempre mayores que los riesgos. 

Durante las campanas masivas de inmunizacion al aumentar el nu- 
mero de dosis de vacuna aplicadas, puede tambien aumentar el nume- 
ro de ESAVl. Por ello, es muy importante su notificacion a la autoridad 
sanitaria, con el objeto de registrarlos e investigar los ESAVl graves. 
Los ESAVl deben notificarse a: 

Ministerio de Salud de la Nacion, Av. 9 de Julio 1925 
(C1073ABA), TE: 4379-9043 int. 4830/ 4810. FAX: 4379 9000 int. 
4806. E mail: vacunas@msal.gov.ar. arearte@msal.gov.ar 

ANMAT, Av. de Mayo 869, piso 11 (1084) Buenos Aires, TE: 
011-4340-0800 int. 1166. FAX: 011 4340 0866, E mail: snfvg@ 
anmat.gov.ar, Internet: http://www.anmat.gov.ar/ aplicationes-net/ 
applications/lvg/esavi-web. 

6.2 Clasificacion 

Se define como ESAVl a todo cuadro clinico que aparece luego 
de la administracion de una vacuna y que, supuestamente, pueda 
atribuirse a la misma. Un ESAVl severo es todo evento que resulte 
en hospitalizacion o fallecimiento. 

Los ESAVl pueden clasificarse segun su gravedad y/ o por su 
relacion causal. 

- Por su gravedad. Leves : reacciones menores, no requieren trata- 

miento ni hospitalizacion; Moderados: requieren tratamiento; 
existe malestar que interfiere con la actividad usual; Graves: 
amenazan la vida, causan dano permanente; Letales: contribu- 
yen directa o indirectamente a la muerte. 

- Por su relacion causal. Evento coincidente : cuando definitivamente 

no esta relacionado a la vacuna. Evento relacionado con la vacuna : 
en relacion al manejo de las vacunas (error programatico) o a com- 
ponentes de la vacuna. Evento no concluyente: cuando la evidencia 
disponible no permite determinar la etiologia del evento. 

6.3 ESAVl EN RELACION A VACUNAS INACTIVADAS PARA GRIPE PANDEMICA 

Dado que las vacunas inactivadas no poseen por deftnicion virus 
vivo, no pueden causar influenza. En general, estas vacunas son 


bien toleradas. Sin embargo, pueden observarse efectos adversos 
leves y, con mucha menor frecuencia, graves. 

ESAVl leves: los mas frecuentes son dolor a nivel de la inyec- 
cion, induracion y, rara vez, eritema y smtomas generales como 
fiebre, malestar, mialgias o artralgias. 

ESAVl graves: 

Anafilaxia: la anafilaxia post-vacunacion es un evento muy 
raro (1 a 10 casos/1. 000.000 de dosis aplicadas). Las reacciones 
alergicas pueden observarse en minutos luego de la vacunacion; en 
general se detectan durante la l a hora. Pueden consistir en urticaria, 
edema angioneurotico, asma alergica y anafilaxia generalizada. 

Estas reacciones son producidas por mecanismos de hipersen- 
sibilidad a la proteina residual de huevo que puede estar contenida 
en la vacuna, dado que los virus fueron replicados en huevos em- 
brionados de polio. Por ello, en los individuos con alergia a las 
proteinas de huevo la vacunacion debe abordarse con cuidado o 
estar totalmente contraindicada. 

Tambien puede presentarse hipersensibilidad a otros compo- 
nentes de las vacunas, por ejemplo el timerosal. En este caso, en 
general se trata de hipersensibilidad retardada local. 

Durante la campana de vacunacion para gripe pandemica en 
Argentina (temporada 2010) se emplearon jeringas monodosis para 
las embarazadas, que no contienen timerosal. Seutilizaron jeringas 
multidosis (que si contienen timerosal) para puerperas y para el 
resto de la poblacion. 

Smdrome de Guillain-Barre. Es una neuropatia periferica 
aguda de escasa frecuencia en la poblacion general (1-2 casos por 
ano /100.000 individuos). Si bien se desconoce la causa de este 
smdrome puede ocurrir luego de algunas infecciones, por ej. por 
Campilobacter jejuni (1 caso de Guillain-Barre / 3000 infecciones 
por esta bacteria). Se postula un mecanismo de autoinmunidad. 

En el ano 1976, se realizo en EE. UU. una vacunacion de gru- 
pos militares contra un nuevo virus de influenza porcina (de posi- 
ble potencial pandemico). Luego, se detecto un aumento del nume- 
ro de casos de Guillain-Barre en algunos vacunados (menos de 10 
casos /1 .000.000 de vacunados) (CDC, Atlanta, 1998) y por ello se 
discontinuo la vacunacion. Sin embargo, nunca fue posible deter- 
minar la asociacion causal de este smdrome con la vacuna ya que 
en el mismo perfodo se registro un brote de Campylobacter jejuni. 

Los riesgos de Guillain-Barre asociados a vacunas para influenza 
estacional son aun menos claros. Los datos de Argentina comunicados 
al Programa Ampliado de Inmunizacion indican 60-80 casos de Gui- 
llain-Barre por ano (Tasa: 0,6 a 0,8/100.000 menores de 15 anos). Esta 
tasa es inferior a la registrada en casos sin relacion con la vacunacion, 
que es de 280 casos por ano (tasa: 7 casos / 1 .000.000 habitantes). 

6.4 ESAVl NOTIFICADOS EN RELACION A LA VACUNA ANTI-INFLUENZA 

En EE. UU. se administraron 46,2 millones de dosis de vacuna para 
influenza AHlNly98,9 millones de dosis de vacuna contra influenza 
estacional (2009-10); las tasas de notificacion de ESAVl fueron: 82 / 
millon con vacuna para influenza pandemica y 47 / millon con vacu- 
nas para influenza estacional; y las de acontecimientos graves fueron 

4.4 y 2,9 / millon, respectivamente. Estos y otros resultados publicados 
indican que no existe evidencia que la administracion de las vacunas 
para influenza pandemica represente un riesgo significativo de ESAVL 

En Argentina, el Ministerio de Salud notified 70 casos de ES- 
AVl en relacion a la vacuna antigripal durante el ano 2011, sobre 
un total de mas de 4.000.000 de dosis aplicadas. De ellos, 6 fueron 
casos graves y correspondieron a: 3 casos de anafilaxia, 1 caso de 
mielitis transversa y 2 casos de purpura trombocitopenica. Todos 
requirieron intemacion y se recuperaron post-tratamiento. 

7. Conclusion 

La prevencion de enfermedades virales se basa en dos pilares fun- 
damentales: 1) la inmunizacion de la poblacion susceptible, es de- 
cir la induccion de inmunidad activa artificial por vacunacion; y 
2) la educacion para la salud en cuanto a las medidas de higiene. 
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Las cepas recomendadas por la OMS para la vacunacion duran- 
te 2011-2012 fueron identicas a las que contenlan las vacunas de 
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HSV-1 396,400 
HSV-2 399 

HTLV-I 75, 81,86, 93, 99, 102, 104, 105, 106, 131, 169, 170, 193, 198, 360, 
390. 609, 666, 680 
HTLV-II 104, 390, 666 
HVEM ( herpes virus entry mediator) 95, 396 
Hydrops fetalis 334 


I 

ICAM-1 198, 374 

ICPO 92, 93, 94, 188, 191, 220, 396, 397, 398 

ICP4 92, 94, 396,397, 398 

ICP47 187, 188, 396, 397 

Idoxiuridina 709 

IF 212, 220 

IFN 137, 139, 187, 191 

IFN-a 139 

IFN-P 139, 187 

IFN-y 187 

IFN-X 147, 150 

IgM especifica 212, 215 

IL-10 1 10, 120, 121, 138, 143, 164, 165, 169, 197, 198, 202, 279, 298, 334, 
437, 438. 439, 470. 512, 513, 514, 516, 531, 546, 630, 697, 700 
IL-12 122, 139, 141, 142, 143, 148, 149, 150, 193, 306, 473, 516 
IL-15 104, 105, 141, 149, 158, 164, 202, 388, 437 
IL-17 144, 164 


IL-18 141, 142, 148. 149, 198, 438, 464 
IL-21 142, 148, 149, 164, 165 
IL-28B 147, 528 
Indinavir (IDV) 717 

Infeccion aguda 127, 139, 157, 208, 224, 225, 295. 306, 307. 317, 334-336, 
342, 344. 371, 374, 375, 395-398. 401, 405. 412, 424. 427, 447. 466, 468, 
471, 478-481, 495, 498, 499, 504, 510, 512, 513, 516. 519, 523, 528, 533, 
534, 547. 558, 573, 617, 647, 653, 654. 666, 680, 739, 765, 757 
Infeccion cronica 77, 110, 117, 119, 121, 128, 202, 391. 394, 395, 404, 405. 
416, 427, 439, 452, 463, 465, 467, 470-473. 476, 480. 482, 485. 486, 489, 
495, 498-502, 504, 509. 510, 512-514, 516. 523, 528, 589, 623, 647. 654, 
680, 707, 712, 713 

Infeccion latente 77, 78. 91, 93,94, 128, 137, 146, 16 7, 224, 315, 384. 395, 
401, 405, 407, 420, 425, 426, 464, 496, 590, 660, 674 
Infeccion lenta 77, 89 

Infeccion persistente 127-138, 183, 192, 194, 307, 312, 315, 326. 334, 335, 
337, 387, 404, 418, 423, 427, 441,466. 470, 471, 478, 479, 481, 487, 497, 
512, 513, 516, 518, 539, 546. 547, 558, 562, 590, 594, 595, 599, 647, 654, 
655, 659, 763 

Infecciones oculares 312, 342 
Infecciones respiratorias 261, 639, 643, 761, 768 
Infecciones respiratorias en Pediatria 639, 641 
Influenza 273, 286, 771, 777 

Influenza pandemica H1N1 35, 111, 115-118, 127, 771-777, 782-785 
Inhibicion de la hemaglutinacion (IHA) 54, 59, 207, 215, 280-282, 316, 317, 
328, 574, 599 

Inhibicion de la presentation antigenica 182, 188 

Inmunidad adaptativa 136, 164, 444. 689, 705 

Inmunidad humoral 158,695 

Inmunidad pasiva 689 

lnmunoblot 224 

Inmunoensayos 220 

Inmunomodulador 487, 694 

Inmunoperoxidasa 223 

Insomnio familiar fatal 604 

Insulino-resistencia 514-516 

Integrinas 47, 95, 96, 98, 153, 311, 334 

Interferencia 58, 90 

Interferon 147, 487. 489, 712 

IPS 139, 510, 511 

IPV 344-346, 699 

IRES 117, 120, 195, 340, 441, 442, 505, 506, 511, 762 
IRF3 188, 191, 277, 398, 421 
IRF7 191 

J 

JAK-STAT 120, 147, 148, 150, 152, 187-189, 193, 194, 196, 511, 512, 516 
Junrn 538, 547 

K 

Kuru 604 


L 

Lamivudina (3TC) 710, 717, 721 

Laringitis 261, 262, 640 

Latencia 94, 396, 398, 401. 416, 424, 429 

LATs 91, 93, 94. 186, 397 

LCM 558 

LDLr (receptor de LDL y para el HCV) 506. 507 

Leucoencefalopatia multifocal progresiva 128, 372, 599, 601, 659, 677, 683, 
684 

Leucopenia 419, 550, 553, 554, 616, 620, 631, 670 
LIA 216, 519, 655 
Linfoma B 102, 144, 172 

Linfoma de Burkitt 101, 102, 394. 422, 425. 426, 680 
Linfoma de Hodgkin 102, 169, 418, 425, 428, 680 
Linfoma inmunoblastico 425 
Linfoma no Hodgkin 518 

Linfoma primario de efusion 394, 426, 429, 431, 674 
Linfoma T 93, 390, 391, 425 
Linfopenia 306, 334, 620, 631 
Lopinavir/r (LPV) 717 

L-SIGN (como molecula de adhesion viral) 95, 506, 629, 631 
LT 138, 192, 691 
LT CD4 + 164, 371. 373 
LT CD8 + 109, 164, 464 
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M 

Macropinocitosis 47, 98 
Manchas de Koplik 307 
Maraviroc (MVC) 717 

Mecanismos de defensa antiviral 135-180, 278 

Mecanismos de evasion a la respuesta inmune 167, 181-204, 238, 278 

Mecanismos directos de dano celular 90, 91, 100-123, 200, 689 

Mecanismos indirectos de dano celular 121-127, 200, 468, 555, 689 

Meningitis 84, 209, 575, 679 

Meningo-encefalitis 620, 675, 680 

Metapneumovirus humano 303, 646 

Metodos directos 216, 239 

Metodo de Reed y Miiench 60, 215 

Metodos indirectos 212, 215 

Microdisposiciones de DNA 237 

Microcefalia 88, 326 

Microscopia electronica 224 

Miocarditis 88, 89, 120, 122, 211, 280, 310, 313, 326, 335, 339, 341, 342, 345, 
551, 558, 644, 695 
Miositis 85, 280, 391, 644 

Mononucleosis infeciosa 213, 224, 372, 394 ,404, 406, 407, 422, 424, 426, 
427, 648, 680 
miRNA 155, 397 

Muestras para virus respiratorios 263 
Mus musculus 540, 541 

Mutante 60, 63, 65-68, 70, 110, 119, 140, 159, 182, 183, 186, 233, 236, 255, 
256, 387, 419, 442, 453, 455, 457, 471, 472, 474, 475, 479, 482, 484, 485, 
487, 489, 490, 496, 508-510, 689, 692, 693, 699, 711, 713, 722 
Mx 149, 151, 152, 512 

N 

NA 54, 273, 277 
NASBA 226 

Nectina-1 (receptor del HSV-1 y HSV-2) 95 

Nectina-4 (receptor del virus sarampion) 293, 308 

Nef 100, 101, 106-109, 187, 188, 198, 200-203, 360-363 

Nefritis intersticial 600, 659 

Nefropatfa 600, 677 

Nested PCR 226, 227 

Nelfinavir (NFV) 717 

Neumonfa 77, 81, 85, 118, 120, 122, 127, 261-263, 269, 280, 281, 283-286, 
294-297, 300, 303, 305, 307-309, 312, 314, 320, 332, 360, 368, 401, 402, 
421, 550, 551, 583, 625, 627, 632, 635, 640, 643, 644, 646, 648, 658, 662, 
670, 674-676, 678, 702, 711, 746 

Neumonitis 85, 100, 262, 278, 307, 372, 391, 394, 404, 406, 418, 558, 599, 
600, 625, 646, 658, 670, 672, 673 
Neuraminidasa 54, 275 
Neutralization 217 
Nevirapina (NVP) 717 

Norovirus 74, 76, 79, 209, 210, 224, 230, 347-350, 356, 357 
Northern blot 226 
Nucleoide 36-38 

Nucleocapside (aspectos generates) 38-41, 47, 67-68, 98, 112, 120, 124, 127 
Nucleoprotefna 36, 273 

Nucleotina (receptor del virus sincicial respiratorio) 299 
Nuevos coronavirus 764 
Nuevos poliomavirus 765 

o 

OAS 117, 149, 151, 152, 189, 190, 196, 511, 512 
Oncogenesis 101, 102, 131-133, 430, 479, 594 
Oncogenes 69, 102, 105, 128, 132, 326. 390, 478, 518. 593, 594 
OPV 699, 702 

Orthomyxoviridae 273-288, 771-785 
Orthomyxovirus 273 
Oseltamivir 714 

P 

P53 68, 102, 104, 106, 132, 171, 199-201, 315 
P56 149, 151 

Pandemias 283, 367, 681, 771 
Panencefalitis esclerosante subaguda 118, 307 
Papilomatosis larfngea 591, 592 
Papilomaviridae 589-598 
Papilomavirus humano 589, 597 
Parainfluenza 290, 300, 646 
Paramyxoviridae 290-308 


Paramyxovirus 290, 308 
Parecho virus 339 

Parotiditis 56, 74, 75, 84-86, 89, 121, 127, 135, 261, 262, 290-293, 300, 301, 
330, 435, 679, 692, 693, 701 
Partfculas defectivas 41 
Particulas subvirales 451, 475, 483 
PARV4 764 

Parvoviridae 331-337, 761-764 
Parvovirus B19 331, 336, 666, 678 
Patogenesis 73, 128 

Patogenicidad 56, 61, 65, 73, 84, 102, 106, 112, 114, 127, 135, 212, 255, 256, 
276, 277, 283, 285, 286, 332, 347, 349, 495, 536, 538, 540, 553, 558, 561, 
566, 567, 573, 587, 610, 619, 623, 666, 667, 674, 694, 698, 761, 771, 772 
PCR a tiempo real 231 
Persistencia viral 102, 127, 466, 538 
Picobirnaviridae 348, 651 
Picornaviridae 339-346, 441-449, 765-768 
Pirosecuenciacion 235 
Plasma inmune de convaleciente 550 
Pleconaril 344 
Pleurodinia 341, 342 
Polio 341, 345 
Polioma 131, 132 
Poliomavirus 599, 601 

Poliomielitis 35, 36, 41, 42, 73, 79, 135, 158, 159, 182, 340, 342, 344, 346, 
569, 580, 599, 689, 692, 695, 698, 699 
Polyomaviridae 599-601, 765 
Poxviridae 581-588 
Poxvirus 581, 587 
PRb 102, 132, 172, 199-201, 631 
Precauciones universales 751, 755, 756 
pr e-core 110, 450-456, 459, 460, 463, 471-474, 480-482 
Preemptive therapy 670, 671 

pre-Sl 450, 451, 453, 454, 456, 459, 460, 464, 465, 470, 475, 495 
pre-S2 192, 450, 451, 453, 454, 456, 460, 464, 465, 470, 475-478, 484, 495 
Presion de selection 63, 88, 111, 117, 183, 351, 382, 451, 456, 508, 509, 516 
Priones 603-605 

Profilaxis activa 449, 475, 483, 634 

Profilaxis pasiva 160, 297, 449, 486, 501, 502, 634 

Protameros 39 

Provirus 41, 49, 69, 76, 93, 101, 131, 136, 364, 372, 387, 390, 722 
PrP 603- 605 

Q 

Queratitis 82, 120, 122, 205, 211, 401, 586, 709, 710 
Quimioluminiscencia 222, 231, 241, 244, 248, 378 
Quimioquinas 78, 88, 98, 107, 122, 138, 142. 143, 145, 146, 152, 166, 168, 
193, 198, 296, 362, 372-375, 421, 464, 468, 535, 630, 631, 700, 703 

R 

R5X4 373 
Rabia 565 

Radioinmunoensayo 213, 221, 331, 478 
Raltegravir (RAL) 71 7 

RANTES 88, 142, 145, 146, 149. 166, 193, 198, 295, 296, 373, 374, 398, 535, 
630, 762 

Reasociacion de segmentos genomicos 65 
Reassortment 63, 65, 66, 67, 69 

Receptor 1 de transferrina (receptor de ciertos arenavirus, patogenos humanos) 96 
Receptor de asialoglicoproteinas y glicosaminoglicanos (receptor del HCV) 506 
Recombinacion 63, 65-67, 69-71, 101, 137, 181, 182, 184, 185, 277, 365, 442, 
459. 476, 494, 587, 610, 703, 704, 718-720, 731, 733-735, 745, 747, 749, 
761 

Registro de hepatitis virales en Argentina 439 
Reoviridae 348-356, 574 

Replication viral 132, 137, 138, 140. 146, 147. 150, 151, 152, 154, 156, 158, 
160, 162, 163, 178, 186-188,190, 202, 224, 238, 276-279, 281, 295, 306, 
309, 311, 318, 334, 341, 344, 347-354, 360, 362, 364. 365, 371, 372, 374, 
375, 377, 380. 382 , 387, 388, 390, 394, 395, 397, 398, 404. 405, 412, 417, 
423, 424, 428, 444, 453, 457, 463-465, 467, 470. 472, 475-477, 480-482, 

489. 490, 494, 495, 497, 499, 500, 505-508, 510, 512-514, 516. 523, 531. 

542, 543, 553, 571, 583, 587, 615, 617, 619, 621, 623, 628, 629, 631, 634, 

767 

Reservorio 94, 128, 187, 192, 286, 340, 345, 387, 405, 413, 424, 430, 437, 
445, 482, 498, 520, 523, 524, 532, 538-541, 546, 547, 550, 552, 554, 557, 

558, 561, 562, 566-568, 600, 610, 624, 625, 632, 643, 713, 736, 749 

Resistencia antiviral 233, 284, 711 
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Responsabilidad medica 240 

Respuesta Thl 140. 141, 170, 192, 193. 203, 439, 472, 501. 694, 700, 705 

Respuesta Th2 144. 165, 170, 192, 193. 197, 298 

Respuesta virologica rapida 528 

Respuesta virologica sostenida 528 

Respuesta virologica temprana 528 

Retroviridae 359-392 

Retrovirus 361, 397 

Rev 101, 106-108, 360-362. 364 

Reversion a la virulencia 105, 695, 698, 701, 703 

Rex 104, 107, 390 

RFLP 55, 71, 207, 233, 235. 316, 426, 481, 482, 520, 522, 525, 595, 596 
Rhabdoviridae 565-571, 575, 578 
RIA 221, 241, 331, 332, 478, 487, 504 
RIBA 55, 210, 216. 249, 519, 520, 655 

Ribavirina 297, 304, 317, 502, 515, 522, 528, 552, 553, 554, 557, 558, 562, 
584. 621. 625, 634. 646, 660. 675, 676, 677, 678, 710, 713, 714, 756 
RIG 112, 115, 117, 139, 444, 505, 510, 511, 529 
Rimantadina 709, 710, 713 
Rinitis 261, 295,300, 332, 643, 784 

Rinovirus 58, 83, 96, 103, 182. 261, 263, 266, 270. 271, 339. 344, 388. 441, 
639, 640, 757, 759, 761-765 
RISC 117, 152, 155, 156, 178, 714 
Ritonavir (RTV) 717 

RNAdc 139, 141, 149, 152, 188. 189, 191, 195 

RNA dependiente 39, 49. 274, 291. 339, 390. 530, 548, 565, 694, 747 

RNApg 450, 451, 453. 455, 457. 460-464, 468, 475 

RNA polimerasa 49, 65, 106, 117, 155, 159, 229, 231, 274. 276, 277, 291, 339, 
364, 390, 397, 442. 443, 451. 463, 494. 495, 497, 505, 508, 530, 542, 544- 
546. 548. 582, 623. 694, 713. 736, 747 
RNA polimerasa-RNA dependiente 274, 291. 339, 530, 548 
RNAsa H 152, 227, 229, 231, 362, 454, 457, 463 
RNAsaL 115, 117, 149. 189, 190, 195, 511, 512 
Roseola infantum 416 
Rotavirus 348, 356 

RSV 69, 77, 78, 81, 82, 120, 122, 144, 182, 186, 188, 191. 193, 204, 222, 269, 
290-299, 303-305, 639, 640, 646, 674, 675, 710, 714, 739-744, 758 
RT-PCR 228, 230 

Rubeola 323. 324, 325. 326, 327, 328, 329, 330 
Rubeola congenita 124, 127, 325-329, 663, 664 

s 

Sapovirus 79, 347 
Saquinavir (SQV) 717 
Sarampion 307, 309 

Sarcoma de Kaposi 80, 94, 102, 106. 144, 188, 372, 394. 429-432, 667, 674, 
680 

Sarcoma de Rous 69, 131 

SARS 98, 212, 230 261. 263, 270, 435, 610, 611, 627-635, 643, 667, 703, 

707, 757, 760 
SARS-CoV 435, 627-635 
Screening prenatal 661 
SDF-1 145, 373, 374. 376, 535 

Secuenciacion nucleotidica 207, 233, 235, 236. 343, 360. 448, 459, 481, 482, 
520, 522, 626, 721 
SEN-V 667 

Serorreversion 163, 225, 385, 513, 519 
S HBs Ag 450, 452-454 

Shell vial 219, 266, 299. 402, 408-410, 412, 420, 678 
Shift 66, 181. 182, 277. 697, 734, 767 
Shift antigenico 111, 181. 182 

SIDA 81, 106. 110, 138, 146. 195, 230. 239, 296, 313, 360, 365, 367-372, 374, 
375, 383, 384, 386 387, 389, 404, 406 407, 410, 411, 414, 416, 419, 425, 

426, 428, 430, 432, 586, 587, 601, 649. 666, 680, 683-685, 697, 700, 701, 

705, 707. 711, 714. 723, 736, 751. 754-756, 760, 767 

Sindrome de Gerstmann-Straussler-Scheinker 604 
Sindrome de guantes y medias 355 
Sindrome de Guillain-Barre 280, 534, 679, 680 
Sindrome mononucleosiforme 418, 672 
Sindrome post-polio 341 

Sindrome pulmonar por hantavirus 120, 560, 562, 623 

siRNA 136, 137, 152, 155, 297, 714 

Sistema de notificacion obligatoria 319, 320, 773 

SLAM (receptor de cepas salvajes del virus sarampion) 193, 292, 306, 307 

Slot blot 55, 225-227 

Smac/DIABLO 174. 176, 177 

Sobre-expresion de receptores para Fc 182, 202, 203 


Southern blot 55. 225-227, 230, 269, 522 
SPH 623-626, 747, 749 

SR-B1 {scavenger receptor Bl; receptor para HCV) 506, 507 
Stavudina (d4T) 717 
Subversion viral 204 
Superantigenos 182, 195, 197 

T 

Tacrolimus 600, 669, 677 
TAPs 187, 188 

Tasa de ataque secundaria 256, 257, 645, 762 
Tasa de incidencia 257 

Tat 101, 106-108, 146, 189, 200-202, 360-362, 364 

Tax 93, 104-107, 169, 390 

TCPH alogenico 669, 670, 674, 677 

Tecnica moleculares 224, 239 

Telaprevir 528 

Telbivudina 489, 490 

Tenofovir (TDF ) 717 

TFG P 104-107, 156, 437, 439 

Thl 120-122, 140-146, 164-166, 169, 170, 177, 192, 193, 203, 438, 439, 468, 
472, 501, 512, 514, 531, 630, 694, 700. 705, 763 
Th2 120-122, 140. 142-144. 164, 165, 169, 170, 192, 193, 197, 203, 298, 438, 
468, 472, 514, 531, 630, 703 
Th3 164, 165, 167, 439 
Thl 7 142, 143, 164, 165, 169, 170 
Tipos de HPV de alto riesgo 591 

TLR 122, 136, 139-142, 145, 150, 154-156, 193, 297, 298, 444, 511, 516, 528, 
705 

TLR-2 140, 695, 700 
TLR-3 139-141, 150, 444, 511, 700 
TLR-4 140, 141, 154, 193, 297 
TLR-7 139, 140, 464, 700, 705 
TLR-8 140, 141, 700, 705 
TLR-9 139-141, 516, 700 

TMA 208, 211, 228, 229, 231, 234, 239. 482, 519. 520, 522, 523 
TNF-a 77, 88. 94. 107. 110, 111, 120-122, 140-144. 146, 149, 154, 165-167, 
169, 171, 175, 177, 178, 193. 195, 335. 438, 465. 468, 473, 515-517, 551 
Togaviridae 323-330, 574-575 

Tolerancia inmune 118, 164. 428, 439, 469, 471, 472, 496, 497, 546, 558 

Torovirus 79, 210, 348, 651 

Trl 164, 165, 167, 169, 439, 514, 516 

TRADD 177, 199, 200, 517 

Transcriptasa inversa 42, 49, 64, 65, 70, 101, 104, 106, 107, 182, 183, 227, 
229, 231, 360. 362, 365, 450. 452, 454. 457, 461. 482, 489, 490, 495, 509, 
717 

Transformacion celular 126 131, 200. 428, 457. 475, 479, 517, 590, 594 
Transmision fecal-oral 89, 435, 446 
Transmision perinatal 137. 384, 497, 662 
Transporte de muestras 212, 247, 265, 266 
Trasplante de celulas progenitoras hematopoyeticas 406, 646, 657 
Treg 140, 142, 143, 164, 165, 167, 177, 437, 439, 514, 528 
Trombocitopenia / plaquetopenia 86, 334, 336, 407 , 409, 550, 553, 554, 560, 
616, 617, 631. 749 

Tropismo 39, 42. 47, 65, 73, 74, 79, 88, 95. 96, 98, 102, 111, 112, 117, 118, 

121. 127, 128, 144. 157, 230, 285, 312, 340, 353, 362, 373, 374, 395, 416, 
418, 422, 441. 454. 493, 506, 535, 553, 554, 567, 579, 589, 590, 600, 619, 
628, 653, 674. 677, 689, 707, 722,723 
T-tropicas 373, 374 
TTV 535, 536, 667 

u 

UFP 59, 60, 323 , 551 691 
Unidades centinela 285, 439 

v 

Vacuna 689-705 

Vacuna Fuenzalida-Palacios 693, 696 
Vacuna Sabin 105, 701 
Vacuna Salk 344, 696, 698 

Vacunas a virus inactivado 300, 448, 634, 689, 694-697, 700 

Vacuna Triple Viral 330, 664 

Valaciclovir 400, 402, 658, 671, 673, 684, 710 

Valganciclovir 670, 671, 710, 711 

Variabilidad del HIV 388, 718, 722, 723 

Variabilidad genetica 304, 307, 309, 310, 365, 387, 442, 723, 742, 745 
Variabilidad genetica y antigenica 442 


Variation antigenica 69, 70, 181. 182, 277. 278, 285, 569, 734, 739 
Variante 63, 66, 67, 69, 70, 81, 82, 88, 96, 104, 106, 110, 138, 144. 163, 181, 
262. 274, 277, 281, 282, 284, 285. 310, 316, 319, 331, 332, 341. 343, 349, 
350. 352, 365, 373, 374, 385, 387, 416-419, 426-429, 432, 442, 448, 457, 
472-475, 477, 480-482, 489, 490, 500. 508, 516, 519, 520, 522, 538, 541, 
546. 559, 567, 568, 574, 575, 590, 603-605, 619, 666, 689. 694, 711-713, 
719, 720, 722, 723 
Variante de Creutzfeldt-Jakob 604 
Varicela 401, 403 
Varicela zoster 401, 403 
Verrugas genitales 589, 597, 658, 659 
Vias de diseminacion viral en el organismo 74, 82-88 
Vif 100, 101, 106, 109, 361, 362, 364 

Vigilancia epidemiologica 35, 205, 257, 258, 282, 284, 287, 308, 319, 321, 
368, 571, 611. 697, 726, 727, 746, 768. 771, 773, 777 
Vigilancia virologica 258, 285, 597 

Viremia 43, 74, 76, 77, 80, 82-85, 158, 159, 163, 181, 208, 224, 261, 262, 290, 
301, 306, 324, 325, 330. 334-336. 340, 341, 371. 372, 375, 380, 381, 387, 

401, 407, 408. 409, 411, 434. 443, 447. 448, 464. 473, 482. 512, 513, 516, 

519, 520, 523, 524, 528. 531. 532. 536, 551-555, 573, 576, 577, 579, 583, 

586, 601, 616. 617, 619. 621, 647. 661, 666. 667, 672, 674, 677, 696, 698, 

703, 713, 761, 763, 764 

Viremia primaria (concepto) 74, 84 
Viremia secundaria (concepto) 74, 84 
Virion 43 
Viroide 43 
Viroporina 100, 505 
Viroquinal91 
Virorreceptor 189, 192 
Viruela 583-586 

Virulencia 56, 91, 92, 94, 103-105. 107, 110-112, 114. 115. 117, 127, 135, 212, 
274, 276, 287, 314, 339, 340, 344. 348, 364, 548, 553-555, 557, 576. 583, 

590, 615, 620. 629, 631, 661, 694, 695, 698, 699, 701, 703, 714, 731, 734, 

736, 771 

Virus Andes 561, 562, 624, 747 

Virus BK 85, 209, 229, 599-601, 609, 659, 660, 677 

Virus Calchaqui 578 

Virus Chapare 538, 557 

Virus Cocal 578 

Virus coriomeningitis linfocitaria 162 
Virus del Oeste del Nilo 75, 621, 667 
Virus parotiditis 290, 292, 301 
Virus Ebola 83, 188, 560, 561. 679 

Virus Epstein-Barr 75, 76, 78, 86, 94, 103, 121, 131, 142, 181, 208. 210, 211, 
214, 224, 228, 394. 395, 422, 428-431, 435 
Virus emergentes 258, 560, 609-611, 666, 731, 737, 757 
Virus Guanarito 538, 557, 561 
Virus Hantaan 76, 560-562. 624-626 

Virus hepatitis A 36. 73, 76, 85, 89, 123, 127, 158, 159, 163, 210. 213, 214, 
222, 242, 248. 339, 347. 434, 441-449. 484, 653-655, 666. 680, 689, 695, 
696. 699, 701. 702, 704. 725, 726 

Virus hepatitis B 29, 45, 76, 86. 99. 118, 125, 126, 128, 132, 136, 181, 208, 
221, 223, 225, 227, 228, 235, 435, 450-492, 501, 510, 664. 694, 700 
Virus hepatitis C 35, 36, 43, 75. 76. 86, 95, 100, 102, 104, 116 117, 120, 137, 
144, 160, 170, 172-174. 439, 504-529. 609, 653-655. 662, 663, 665, 672, 
677, 700, 703, 713, 732, 733 
Virus hepatitis D 92-503, 694 
Virus hepatitis E 436, 530, 534 
Virus Ilheus 574, 576, 578, 579 
Virus JC 599, 600, 601, 659, 660, 677, 684 
Virus Jurn'n 538-558 
Virus Lassa 558 
Virus Machupo 547 

Virus Marburg 43, 212, 560, 561, 609, 610, 679 

Virus Mayaro 574. 575, 578 

Virus Nipah 169, 188, 290. 293 

Virus Oropuche 577-579, 609 

Virus papiloma humano 589-598 

Virus parainfluenza 300, 646 

Virus parotiditis 56, 74, 84-86, 89, 121, 163, 193, 194. 209, 210, 215,222, 257, 
261, 290-293, 301, 330, 692, 693, 701 
Virus Puumala 561 -562, 624, 626 
Virus recombinantes 71. 233, 283. 571, 587, 703, 720, 690 
Virus respiratorios 222, 232 
Virus Sabia 538, 558 
Virus satelite 493 
Virus Seoul 561-562, 624. 626 


Virus SinNombre 120, 122, 561, 562, 624, 625. 748 

Virus sincicial respiratorio 294, 299 

Virus Tacaribe 538, 539, 542, 543, 547, 548, 553, 555 

Virus transmitidos por artropodos 573 

Virus vacunal Sabin derivado 345 

Virus Whitewater Arroyo 538, 544 

VLP 534, 597 

Vpr 100, 101, 200. 202, 360, 362, 364 
Vpu 100, 101, 106. 108, 200, 201, 203 
Vpx 101, 106 

VP16 (o alfa TIF) 97, 93, 94 

w 

Western blot 597, 87, 215, 216, 378, 379, 383, 385. 392, 432, 533, 605. 14, 55, 
215, 378, 380, 544, 584 
West Nile virus 621, 667, 668 

z 

Zalcitabina (ddC) 717 

Zanamivir 284, 640, 645, 675, 714, 768, 773, 640, 710, 773 
Zhangfei 91,94 
Zidovudina (AZT) 717 
Zoster generalizado atfpico 673 


